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POVZETEK 
 
Znanstveno izhodišče. Elektrokemoterapija je nova lokalna metoda zdravljenja 
tumorjev jeter. Objavljene so bile prve klinične raziskave o uporabi elektrokemoterapije 
z bleomicinom za zdravljenje hepatoceličnega raka in jetrnih zasevkov raka debelega 
črevesa in danke. Vključeni so bili bolniki s tumorji, ki niso bili primerni za kirurško 
odstranitev ali zdravljenje z drugimi lokalnimi metodami, kot sta radiofrekvenčna ali 
mikrovalovna ablacija. Avtorji so poročali, da je elektrokemoterapija z bleomicinom 
varna in učinkovita metoda za zdravljenje tumorjev jeter, vendar pa so pri histološkem 
pregledu tkivnih vzorcev ugotovili poškodbe normalnega tkiva in manjših krvnih žil 
jeter. Morebitne nenamerne poškodbe velikih žil in žolčnih vodov jeter med 
zdravljenjem z elektrokemoterapijo bi lahko škodovale bolnikom, zato je za varno 
načrtovanje in izvajanje zdravljenja potrebno podrobneje raziskati vpliv 
elektrokemoterapije z bleomicinom na normalen parenhim, velike žile in žolčne vode 
jeter. 
 
Namen in hipoteza. Namen doktorskega dela je natančno opisati akutne histološke, 
radiološke in biokemične spremembe po elektrokemoterapiji jeter prašiča z 
bleomicinom s poudarkom na morebitnih spremembah na velikih žilah in žolčnih vodih. 
Naša hipoteza je, da uporaba elektrokemoterapije z bleomicinom v bližini velikih žil in 
žolčnih vodov jeter ne povzroči škodljivih sprememb normalnih tkiv, ki bi lahko vodile 
v odpoved organa ali v druge resne zaplete. 
 
Metode. Dovoljenje za izvajanje poskusov je izdala Etična komisija za poskuse na 
živalih Uprave Republike Slovenije za varno hrano, veterinarstvo in varstvo rastlin. Vsi 
postopki so bili skladni z nacionalno in evropsko zakonodajo. Našo hipotezo smo 
preverili s translacijsko raziskavo na živalskem modelu, ki smo jo izvedli na osmih 
prašičih ženskega spola. Prašiče smo izbrali, ker so med vsemi vrstami poskusnih živali 
njihova jetra najbolj podobna človeškim. Za oceno akutnih sprememb na jetrih smo med 
kirurškim posegom v splošni anesteziji pri šestih prašičih v poskusni skupini uporabili 
elektrokemoterapijo z bleomicinom, pri dveh prašičih v kontrolni skupini pa smo 
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aplicirali samo električne pulze brez bleomicina. Pri vseh poskusnih živalih smo 
električne pulze aplicirali na štirih različnih anatomskih mestih v jetrih, skupno 32 
aplikacij. Neposredno po posegu smo jetra ocenili z uporabo računalniške tomografije s 
kontrastnim sredstvom. Po dveh ali sedmih dneh smo prašiče evtanazirali in jim 
odstranili jetra za histološki pregled tkivnih vzorcev. Pred posegom in pred evtanazijo 
smo jim odvzeli vzorce krvi za laboratorijske preiskave. Ves čas poskusa smo prašiče 
natančno opazovali in beležili morebitne nepričakovane klinične znake. Ocene jeter z 
računalniško tomografijo in rezultate histoloških pregledov tkivnih vzorcev smo podali 
opisno, vrednosti biokemičnih označevalcev v krvi smo primerjali s t-testom za odvisne 
vzorce. 
 
Rezultati. Ugotovili smo, da elektrokemoterapija z bleomicinom povzroči omejene 
poškodbe normalnega tkiva jeter tik ob elektrodah. V tkivu jeter, ki je bilo od elektrod 
oddaljeno več kot tri mm, sprememb nismo opazili. Najpomembnejša ugotovitev naše 
raziskave je, da kljub tvegani uporabi elektrokemoterapije z bleomicinom nismo opazili 
nobene tromboze ali drugih klinično pomembnih poškodb velikih žil in žolčnih vodov 
jeter. Manjše žile ob elektrodah so bile različno poškodovane, od delnih poškodb do 
popolne nekroze. Spremembe na jetrnem parenhimu so bile enake pri uporabi 
elektrokemoterapije ali aplikaciji samo električnih pulzov. Tako smo potrdili, da so 
opažene spremembe posledica aplikacije električnih pulzov, medtem ko uporaba 
bleomicina ni povzročila dodatnih poškodb jeter. Pri poskusnih živalih nismo ugotovili 
kliničnih ali laboratorijskih znakov odpovedi jeter ali sistemskega vnetnega odziva. Pri 
pregledu tkivnih vzorcev, odvzetih sedem dni po posegu, smo že opazili regenerativne 
spremembe zato je nadaljnji razvoj klinično pomembnih sprememb malo verjeten.  
 
Zaključki. Potrdili smo našo hipotezo, da elektrokemoterapija z bleomicinom ne 
povzroči klinično pomembnih poškodb normalnega tkiva jeter. Naše delo potrjuje, da je 
uporaba elektrokemoterapije z bleomicinom varna za zdravljenje bolnikov s tumorji 
jeter blizu velikih žil in žolčnih vodov. 
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ABSTRACT 
 
Background. Electrochemotherapy is a new local treatment method for liver tumours. 
The first clinical studies on the use of electrochemotherapy with bleomycin for 
treatment of hepatocellular carcinoma and colorectal liver metastases have been 
published. Included patients had unresectable tumours, which were also not eligible for 
other local treatments, e.g. radiofrequency and microwave ablation. The authors of these 
pilot studies reported that electrochemotherapy with bleomycin is feasible, safe and 
effective for liver tumour treatment. However, when histopathological examination of 
liver biopsy specimens was performed, damage to normal small-calibre blood vessels 
was observed. Inadvertent damage to major blood vessels and bile ducts of the liver 
during treatment could cause serious harm to patients. Therefore, more data on the 
effects of electrochemotherapy with bleomycin on normal liver parenchyma, blood 
vessels and bile ducts is needed to ensure safe treatment. 
 
Aim and hypothesis. Our aim was to comprehensively evaluate acute histological, 
radiological and biochemical changes in normal porcine liver parenchyma after 
electrochemotherapy with bleomycin. We placed additional emphasis on 
electrochemotherapy induced changes in major liver blood vessels and bile ducts. Our 
hypothesis was that the use of electrochemotherapy with bleomycin near major liver 
blood vessels and bile ducts does not cause clinically important changes which could 
lead to organ failure and other serious complications. 
 
Methods. Permission for carrying out the experiments was obtained from the Ethical 
Commission for Animal Experimentation at the Administration of the Republic of 
Slovenia for Food Safety, Veterinary and Plant Protection. All procedures were 
compliant with national and European legislation. We tested our hypothesis by 
designing a translational animal model study which we carried out on eight female 
domestic pigs. We chose domestic pigs as our experimental animals, as their liver is 
very similar to human liver. To assess acute liver parenchyma changes, we performed 
electrochemotherapy with bleomycin in six test pigs and additionally applied electric 
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pulses only in two control pigs during open surgery. In each test animal, electric pulses 
were applied in four different anatomical locations in the liver, for a total of 32 
applications. Immediately after the procedure we assessed the livers with the use of 
contrast-enhanced computed tomography. Two or seven days after surgery, the pigs 
were euthanized, and their livers explanted for histological examination. Blood samples 
were collected before surgery and before anaesthesia for laboratory analysis. We also 
looked for development of possible clinical signs of liver failure. We presented the 
histological and radiological findings descriptively, while we compared the results of 
blood sample testing using paired t-sample testing. 
 
Results. We found that electrochemotherapy with bleomycin caused limited damage to 
normal liver tissue adjacent to the electrodes. No changes were observed in the liver 
parenchyma farther than three mm away from the electrodes. The most important 
finding of our study is that despite the risky use of electrochemotherapy with 
bleomycin, no thrombosis or other important changes in major liver blood vessels and 
bile ducts were observed. We observed variable levels of damage to the small blood 
vessels adjacent to the electrodes, from partial damage to complete necrosis. The 
observed changes in the liver were identical when electrochemotherapy with bleomycin 
or electrical pulses only were used, thus confirming that the changes were caused by the 
application of electrical pulses, with bleomycin causing no further damage to the liver. 
No clinical or biochemical signs of liver failure or systemic inflammatory response were 
observed in the experimental animals. Seven days after the procedure we already saw 
regenerative changes in the liver, therefore we consider the probability of development 
of further clinically important changes to be minimal.  
 
Conclusions. Electrochemotherapy with bleomycin does not cause clinically important 
changes in normal liver parenchyma. Our study confirms its safety for use in treatment 
of patients with liver tumours near major blood vessels and bile ducts. 
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1 UVOD 
 
1.1 Reverzibilna in ireverzibilna elektroporacija 
 
Elektroporacija je povečanje prehodnosti celične membrane zaradi aplikacije 
kratkotrajnih, visoko amplitudnih električnih pulzov oz. električnega polja (1–3). 
Čeprav mehanizem povečanja prepustnosti celične membrane na molekularnem nivoju 
še ni povsem pojasnjen, se večina avtorjev strinja, da električno polje povzroči nastanek 
prehodnih struktur oz. por velikostnega reda nekaj nm v lipidni dvojni plasti celične 
membrane (slika 1) (2–4). Prvi opisi elektroporacije v znanstveni literaturi so bili 
objavljeni v 50. letih 20. stoletja, ko so Stampfli in sodelavci opisali spremembe 
prevodnosti pri živčnih strukturah v električnem polju (5). V 80. in 90. letih so bile nato 
objavljene številne študije uporabe elektroporacije za vnos zdravilnih učinkovin ali 
genetskega materiala v celice (6, 7). Danes se elektroporacijske metode rutinsko 
uporabljajo v prehrambni in farmacevtski industriji ter klinični in veterinarski medicini 
(8).  
 
 
Slika 1. Elektroporacija – nastanek prehodnih struktur oz. por v celični membrani. 
 
Celice lahko izpostavimo električnemu polju bodisi z uporabo metodo vpete krpice 
(angl. patch-clamp technique) za neposreden stik celične membrane z elektrodo za 
aplikacijo električnih pulzov bodisi jih izpostavimo električnemu polju brez direktnega 
stika. Električno polje povzroči nastanek razlike električnih potencialov prek celične 
membrane, ki jo imenujemo inducirana transmembranska napetost (angl. induced 
transmembrane voltage) (2). Kotnik in sodelavci so dokazali, da je povečanje 
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prepustnosti celične membrane zaradi elektroporacije v močni korelaciji z inducirano 
transmembransko napetostjo zaradi električnega polja (9). Od jakosti električnega polja 
in časa izpostavitve celic je odvisno, ali je povečanje prehodnosti celične membrane 
prehodno – reverzibilna elektroporacija (RE) ali pa vodi v smrt celic – ireverzibilna 
elektroporacija (IRE) zaradi nepopravljivih poškodb celične membrane (slika 2) (2). 
Proces obnavljanja celične membrane po elektroporaciji zaenkrat še ni natančno 
raziskan. Dve prevladujoči razlagi vzroka smrti celic pri uporabi IRE sta trajna liza 
celične membrane ali nepopravljiva izguba celične homeostaze (3). Elektroporacija se v 
klinični medicini trenutno uporablja za lokalno zdravljenje malignih tumorjev bodisi kot 
monoterapija (IRE) bodisi kot kombinacija RE in citostatičnih zdravil – 
elektrokemoterapija (EKT), ki jo bomo podrobneje opisali v naslednjem podpoglavju 
(3, 10). 
 
 
Slika 2. Odvisnost elektroporacije od jakosti in časa izpostavitve električnemu polju  
RE – reverzibilna elektroporacija, IRE – ireverzibilna elektroporacija. Shema povzeta 
po (2). 
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1.2 Elektrokemoterapija 
 
Elektrokemoterapija (EKT) je lokalna metoda zdravljenja tumorjev, ki združuje uporabo 
RE in citostatičnih zdravil (slika 3) (11). Z dovajanjem električnih pulzov preko 
kovinskih elektrod s posebnim generatorjem povzročimo RE celic, zajetih v električno 
polje. Sočasno apliciramo citostatik bodisi direktno v tumor bodisi sistemsko z 
intravenozno injekcijo. Tako z RE celic olajšamo prehod citostatika preko celične 
membrane in povečamo njegovo lokalno učinkovitost brez dodatnih sistemskih 
stranskih učinkov (10, 11).  
 
 
Slika 3. Shema delovanja elektrokemoterapije 
 
Od citostatičnih zdravil se za EKT najpogosteje uporablja bleomicin (10). Bleomicin 
deluje citotoksično na celice v G2 fazi celične delitve, saj povzroči nepopravljive 
poškodbe genetskega materiala in tako ustavi rast hitro delečih se celic v tumorskem 
tkivu (12). Zaradi relativno velike molekulske mase (1,4 kDa) običajno slabo prehaja 
čez celično membrano, ob RE celične membrane pa se njegova učinkovitost poveča 
300- do 700-krat (7, 13). Tako je učinkovit že v nizkih odmerkih, ki ne povzročajo 
sistemskih stranskih učinkov, kot so poškodbe pljučnega tkiva (2, 14). Pri uporabi RE 
se poveča prehodnost celične membrane tudi za druge običajno slabo prehodne 
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citostatike, zato je v klinični uporabi za površinske tumorje tudi EKT s cisplatinom (10, 
13). 
 
Poleg povečanja koncentracije citostatičnih zdravil v notranjosti celic so za 
protitumorski učinek EKT pomembni še drugi mehanizmi (10, 15). Opisana sta dva 
pomembna učinka EKT na tumorsko žilje. Nekaj sekund po aplikaciji električnih 
pulzov pride do pomembnega, 6070 % zmanjšanja pretoka krvi čez tumor zaradi 
aktivne vazokonstrikcije aferentnih arteriol (15–17). Če apliciramo citostatik pred 
električnimi pulzi, bo ta zaradi zmanjšanega pretoka krvi zaradi vazokonstrikcije ostal 
dalj časa ujet v celicah. S tem se poveča čas, ko je citostatik v učinkoviti koncentraciji 
prisoten v notranjosti celic in posledično izboljša njegov protitumorski učinek (15, 18). 
EKT tudi povzroči apoptozo endotelnih celic tumorskega žilja v nekaj urah po posegu 
(žilno-razdiralni učinek, angl. vascular-disrupting effect). Posledično zmanjšanje 
pretoka krvi čez tumor zaradi uničenja tumorskega žilja povzroči nekrozo tumorja, ki 
prispeva k uspešnosti zdravljenja z EKT (17, 19, 20). Apoptoza endotelnih celic zaradi 
EKT naj bi bila omejena samo na tumorske žile, medtem ko naj bi normalne žile ostale 
nepoškodovane (15, 17). 
 
Uporaba EKT naj bi tudi aktivirala imunski sistem zaradi sproščanja antigenov ob 
uničenju tumorskih celic (10). Serša in sodelavci so dokazali, da je učinkovitost EKT 
višja pri imunokompetentnih miših v primerjavi z imunsko pomanjkljivimi (21). Zaradi 
genetske nehomogenosti tumorjev je za popoln odgovor na zdravljenje z EKT potrebna 
tudi aktivacija imunskega sistema (10). Opisan je povečan protitumorski učinek EKT ob 
sočasni uporabi citokinov, kot sta npr. interlevkin-12 in dejavnik tumorske nekroze alfa 
za aktivacijo imunskega sistema (22–24). 
 
1.3 Zdravljenje površinskih tumorjev z uporabo elektrokemoterapije 
 
EKT se že več kot 20 let redno uporablja kot paliativna terapija površinskih tumorjev, ki 
niso primerni za kirurško ali radioterapevtsko zdravljenje (25, 26). Z namenom 
zagotoviti enotno, varno in učinkovito zdravljenje bolnikov s kožnimi in podkožnimi 
tumorji z EKT so bili že leta 2006 objavljeni prvi standardni operativni postopki za 
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EKT, ki so bili nazadnje posodobljeni leta 2018 (27, 28). Najpogostejša indikacija za 
uporabo EKT v klinični praksi so kožni zasevki malignega melanoma (slika 4) (26, 29, 
30). Druge pogoste indikacije so mukozni in kožni tumorji glave in vratu, 
bazalnocelični karcinom in kožni zasevki raka dojke (31–33).  
 
 
Slika 4. Uporabe elektrokemoterapije za zdravljenje kožnih zasevkov melanoma 
Po lokalni ali sistemski aplikaciji citostatičnega zdravila se v tumor vstavi elektrode za 
aplikacijo električnih pulzov.  
 
Uporaba EKT je že vključena v številne klinične smernice za zdravljenje površinskih 
tumorjev, saj se je v dosedanjih raziskavah izkazala za varno, enostavno in učinkovito 
metodo zdravljenja z visoko stopnjo zadovoljstva bolnikov (34). Mali in sodelavci so v 
sistematični metaanalizi zdravljenja tumorjev kože in podkožja z EKT poročali o 
popolnem odzivu tumorjev na enkratno zdravljenje z EKT v 59,4 % primerov in o vsaj 
delnem odzivu na zdravljenje v 84,1 % primerov (35). V prihodnosti je moč pričakovati 
še širjenje indikacij za EKT površinskih tumorjev, trenutno namreč potekajo klinične 
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študije uporabe EKT za zdravljenje kožnih zasevkov visceralnih, hematoloških in 
ginekoloških rakov (34, 36). 
 
1.4 Širjenje uporabe elektrokemoterapije na globoko ležeče tumorje 
 
Prvi primer uporabe EKT za zdravljenje globoko ležečega tumorja so leta 2010 objavili 
Miklavčič in sodelavci (37). Šlo je za zasevek melanoma, ležeč 20 mm pod kožo 
desnega stegna in v stiku s fascijo stegenskega mišičja. Gre za prvi primer uporabe EKT 
za zdravljenje tumorja, ki ni ležal na površini telesa. Avtorji so zato uporabili po meri 
narejene dolge elektrode za dovajanje električnih pulzov, ki so jih ob zasevek pod 
kontrolo ultrazvoka (UZ) vstavili skozi kožo in podkožje. V članku so izpostavili 
pomembnost ustreznega načrtovanja pokritosti tumorjev z električnim poljem in 
pravilne postavitve elektrod za dovajanje električnih pulzov med EKT. Zaradi čvrstosti 
tumorskega tkiva namreč niso mogli vstaviti načrtovane elektrode v sredino zasevka. 
Zato je zaradi prenizke jakosti električnega polja v centralnem delu zasevka po 
začetnem zmanjšanju velikosti prišlo do ponovne rasti ostanka tumorskega tkiva. 
Rastoči zasevek je bil nato kirurško odstranjen dva meseca po EKT, pri histološkem 
pregledu je bila ugotovljena nekroza 40–50 % tumorskega tkiva (37).  
 
Poleg omenjenega primera globoko ležečega zasevka melanoma ter kliničnih raziskav 
uporabe EKT na jetrih, ki jih bomo povzeli v nadaljevanju, so bile do sedaj objavljene 
še klinične raziskave, v katerih so uporabili EKT za zdravljenje lokalno napredovalega 
raka trebušne slinavke in paliativno protibolečinsko zdravljenje zasevkov v kosteh, 
objavljen je bil tudi prvi primer uporabe pri bolniku z lokalno napredovalim rakom 
prostate z vraščanjem v sfinktre (38–40). V bližnji prihodnosti je moč pričakovati 
rezultate raziskav uporabe EKT za zdravljenje globoko ležečih mezenhimskih tumorjev, 
endoskopske EKT za zdravljenje raka požiralnika in debelega črevesa ter kombinacije 
uporabe EKT z imunoterapijo in elektrogensko terapijo (34). 
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1.5 Lokalne metode zdravljenja tumorjev jeter 
 
Kirurško zdravljenje je najuspešnejša metoda zdravljenja primarnih in sekundarnih 
tumorjev jeter, vendar pa je zaradi razširjenosti bolezni ob postavitvi diagnoze, 
pridruženih bolezni in predhodno okvarjene funkcije jeter zaradi ciroze možno le pri 
manjšem delu bolnikov s tumorji jeter (41–43). Za lokalno zdravljenje tumorjev jeter pri 
bolnikih, ki niso kandidati za kirurško zdravljenje, so trenutno najpogosteje uporabljajo 
toplotne ablacijske metode kot sta radiofrekvenčna ablacija (RFA) in mikrovalovna 
ablacija, v zadnjem času pa tudi elektroporacijske metode kot sta IRE in EKT (44–46).  
 
1.5.1 Toplotne ablacijske metode 
 
Pri zdravljenju s toplotnimi ablacijskimi metodami uničimo tumorsko tkivo s 
segrevanjem. V trenutni klinični praksi se za toplotno ablacijo primarnih in sekundarnih 
tumorjev jeter najpogosteje uporablja RFA (44, 45). Pri uporabi RFA se z dovajanjem 
električnega toka preko monopolarne elektrode inducira joulsko segrevanje tkiva. Ko se 
tkivo segreje na 60 do 100ºC, pride do koagulacijske nekroze in posledičnega uničenja 
tumorskega tkiva (46). V klinični uporabi se je RFA izkazala za učinkovito metodo 
zdravljenja primarnih in sekundarnih jetrnih tumorjev, manjših od treh cm, saj so 
nekatere študije poročale celo o primerljivih rezultatih kirurške resekcije in RFA 
majhnih primarnih malignih tumorjev v cirotičnih jetrih (47, 48). Vendar pa so poročali 
o pogostih recidivih zaradi nepopolne ablacije z RFA pri zdravljenju tumorjev večjih od 
tri cm in tumorjev v bližini velikih žil (49, 50). Tok krvi v velikih žilah namreč hladi 
tumor, zato je zaradi t. i. fenomena hladilnega telesa (angl. heat-sink effect) toplotna 
ablacija nezanesljiva, saj ob žili ostanejo vitalne tumorske celice, ki vodijo v ponovitev 
bolezni, ali pa pride do poškodb, ki lahko vodijo v trombo-embolične zaplete (50–52). 
Mikrovalovna ablacija je novejša toplotna ablacijska metoda, ki z elektromagnetnim 
poljem okoli monopolarne elektrode inducira homogeno segrevanje in koagulacijsko 
nekrozo tkiva (44). Teoretične prednosti mikrovalovne ablacije v primerjavi z RFA so 
višja temperatura in hitrejše segrevanje tkiva, boljša učinkovitost pri zdravljenju večjih 
tumorjev in manj fenomena hladilnega telesa, zato naj bi bila mikrovalovna ablacija 
primernejša za zdravljenje tumorjev tudi ob velikih žilah (44, 53, 54). Vendar pa tudi 
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uporaba mikrovalovne ablacije zahteva še vedno vsaj pet mm ablacijskega varnostnega 
roba okoli tumorja, obenem pa zaenkrat nobena klinična študija ni potrdila boljšega 
preživetja bolnikov v primerjavi z RFA (44, 54). 
 
1.5.2 Ireverzibilna elektroporacija 
 
Davalos in sodelavci so leta 2005 prvi predstavili možnost uporabe IRE kot lokalne 
metode za ablacijo globoko ležečih tumorjev samo z elektroporacijo in brez uporabe 
citostatičnih zdravil (55). Ker delovanje IRE ne temelji na segrevanju tkiv, naj bi bila 
uporaba IRE varna in učinkovita tudi za ablacijo tumorjev jeter v bližini velikih žil in 
žolčnih vodov (44, 56). Lee in sodelavci so v svoji raziskavi uporabe IRE na jetrih 
prašiča ugotovili, da je IRE učinkovita lokalna metoda za ablacijo jetrnega parenhima, 
pri kateri ni fenomena hladilnega telesa, saj je bila ablacija popolna tudi ob steni velikih 
žil. Obenem so ugotovili, da IRE ne poškoduje velikih žil in žolčnih vodov jeter, saj 
elektroporacija nima učinka na s kolagenom in elastičnimi vlakni bogato ogrodje žilne 
stene (57). Klinične študije so potrdile varnost IRE pri uporabi v bližini velikih žil in 
žolčnih vodov, saj avtorji niso poročali o zapletih (58–60). Niessen in sodelavci so leta 
2017 objavili tudi prvo retrospektivno raziskavo o preživetju bolnikov po IRE 
inoperabilnih jetrnih tumorjev. V njej so kljub obetavnim prvim rezultatom izpostavili 
potrebo po dodatnih prospektivnih raziskavah, s katerimi bi primerjali učinkovitost in 
varnost IRE z drugimi lokalnimi metodami zdravljenja ter tako izoblikovali jasne 
indikacije za uporabo IRE pri zdravljenju tumorjev jeter (61). Dve možni omejitvi 
uporabe IRE pri zdravljenju tumorjev jeter sta, da so kljub elektroporacijskemu 
mehanizmu delovanja nekateri avtorji poročali tudi o toplotnih poškodbah tkiv zaradi 
segrevanja elektrod ob dovajanju električnih pulzov (62, 63). Hkrati je bila v prvih 
kliničnih raziskavah ugotovljena tudi slabša učinkovitost IRE pri ablaciji jetrnih 
tumorjev večjih od tri do štiri cm, saj so poročali več lokalnih ponovitvah bolezni (60, 
61, 64). 
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1.5.3 Elektrokemoterapija z bleomicinom 
 
Edhemović in sodelavci so leta 2011 objavili prvi primer uporabe EKT z bleomicinom 
za zdravljenje tumorja jeter (65). Šlo je za približno tri cm velik solitaren, metahron 
zasevek raka sigmoidnega dela debelega črevesa, ki je ležal med spodnjo votlo veno in 
glavnimi jetrnimi venami. Zaradi neposrednega stika med zasevkom in velikimi žilami 
popolna kirurška odstranitev z ustreznim varnostnim robom tudi po predoperativnem 
zdravljenju s sistemsko kemoterapijo ni bila mogoča (66). Polega tega zasevek zaradi 
svoje lege ni bil primeren za zdravljenje s toplotnimi ablacijskimi metodami (npr. 
RFA).  
 
Zaradi naštetih dejavnikov so se Edhemović in sodelavci odločili za zdravljenje najprej 
z EKT z bleomicinom, nato pa še s kirurško odstranitvijo z namenom doseči popolno 
odstranitev zasevka brez tveganja ponovitve bolezni (65). Pred prvim posegom so 
izračunali točen položaj elektrod za EKT v jetrih, s čimer so zagotovili ustrezno 
pokritost zasevka z električnim poljem (slika 5A). Med odprtim kirurškim posegom so 
skladno z načrtom pokritosti z električnim poljem v in ob jetrni zasevek vstavili šest 
elektrod in nato aplicirali bleomicin ter po osmih minutah električne pulze (slika 5B). 
Tri mesece po EKT so z drugim kirurškim posegom zasevek v celoti odstranili. 
Histološki pregled odstranjenega zasevka je pokazal popolno nekrozo zasevka brez 
ostanka vitalnega tumorskega tkiva. Avtorji so v zaključku članka izpostavili 
uporabnost EKT pri zdravljenju tumorjev jeter, ki ležijo v bližini velikih žil, žolčnih 
vodov in drugih pomembnih anatomskih struktur ter tako niso primerni za druge lokalne 
metode zdravljenja (65). EKT namreč tumorskih celic ne uniči s segrevanjem, 
zmrzovanjem ali drugimi fizikalnimi poškodbami in naj bi bila zato varna za uporabo v 
bližini velikih žil in drugih struktur, pomembnih za normalno delovanje notranjih 
organov (65, 67). 
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Slika 5. Prvi primer uporabe elektrokemoterapije za zdravljenje tumorja jeter 
Edhemović in sodelavci so prvi uporabili elektrokemoterapijo za zdravljenje zasevka 
raka debelega črevesa v jetrih. Pred posegom so pripravili načrt razporeditve elektrod 
za aplikacijo električnih pulzov, s čimer so zagotovili ustrezno pokritost z električnim 
poljem (A). Nato so med odprtim kirurškim posegom elektrode vstavili v jetra (B) in 
aplicirali električne pulze ter bleomicin. Slika povzeta po (65).  
 
Do sedaj so bili objavljeni rezultati še dveh raziskav uporabe EKT z bleomicinom za 
zdravljenje jetrnih zasevkov raka debelega črevesa in danke (67, 68). Edhemović in 
sodelavci so leta 2014 objavili rezultate prve prospektivne raziskave uporabe EKT z 
bleomicinom za zdravljenje jetrnih zasevkov raka debelega črevesa in danke v jetrih 
(67). V klinično študijo I/II faze, s katero so preverili izvedljivost, varnost in 
učinkovitost intra-operativne EKT, so vključili 16 bolnikov, pri katerih so izvedli EKT 
z bleomicinom na 29 zasevkih raka debelega črevesa in danke v jetrih. Opisali so, da je 
13 zasevkov ležalo centralno v jetrih, torej blizu velikih žil. O morebitnih zapletih 
zaradi uporabe EKT niso poročali. Pri prvi oceni učinkovitosti EKT z uporabo 
računalniške tomografije (angl. computed tomography, CT) in magnetne resonance 
(angl. magnetic resonance imaging, MRI) s kontrastnim sredstvom približno mesec dni 
po posegu so ugotovili popoln odgovor pri 23 zasevkih (85 %). Članek so sklenili z 
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ugotovitvijo, da je EKT izvedljiva, varna in učinkovita pri zdravljenju zasevkov raka 
debelega črevesa in danke v jetrih, ter da je metoda primerna za uporabo tudi pri drugih 
vrstah tumorjev jeter (67).  
 
Ugotovitve Edhemovića in sodelavcev o izvedljivosti in varnosti EKT z bleomicinom 
za zdravljenje jetrnih zasevkov raka debelega črevesa in danke so leta 2017 potrdili še 
Coletti in sodelavci (68). V raziskavo so vključili pet bolnikov, pri katerih so uporabili 
EKT za zdravljenje devetih zasevkov, ki jih ni bilo mogoče odstraniti kirurško. O 
neposrednih zapletih zaradi EKT prav tako niso poročali. Pri oceni učinkovitosti 
zdravljenja z uporabo MRI po enem mesecu so poročali o delnem odgovoru na 
zdravljenje pri petih zasevkih (55,5 %) in o nespremenjenem stanju pri štirih zasevkih 
(44,5 %). Po šestih mesecih so poročali o popolnem odgovoru na zdravljenje pri treh 
zasevkih (33,3 %) in nespremenjenem stanju enega od zasevkov (11,1 %). Pri enem od 
bolnikov je prišlo do progresa vseh petih zasevkov (55,5 %), zdravljenih z EKT. Vsi 
bolniki so bili živi šest mesecev po posegu (68). 
 
Djokić in sodelavci so leta 2018 objavili rezultate prve raziskave uporabe EKT z 
bleomicinom za zdravljenje hepatoceličnega raka jeter (69). V raziskavo so vključili 10 
bolnikov, pri katerih so z EKT zdravili 17 hepatoceličnih tumorjev. Vključeni so bili 
bolniki, pri katerih presaditev jeter ali kirurška odstranitev tumorjev nista bili mogoči 
zaradi slabega splošnega stanja bolnikov ali neugodne lokacije tumorjev v jetrih. Pri 
vključenih bolnikih je bila uporaba lokalnih ablacijskih metod bodisi kontraindicirana 
bodisi ni bila uspešna. O zapletih zaradi EKT niso poročali, pri dveh bolnikih je prišlo 
do prehodnega poslabšanja funkcije jeter z ascitesom, ki pa ni bila povzročena z EKT. 
Bolniki so bili sledeni z uporabo CT ali MRI s kontrastnim sredstvom. Ob povprečnem 
času sledenja 20,5 meseca je bil ugotovljen popoln odgovor 15 tumorjev (88 %) pri 
osmih bolnikih (80 %). Avtorji so z raziskavo potrdili izvedljivost, varnost in 
učinkovitost EKT z bleomicinom tudi za zdravljenje primarnega, hepatoceličnega raka 
jeter. Poudarili so uporabnost EKT pri zdravljenju hepatoceličnega raka pri bolnikih, pri 
katerih so kurativni kirurški posegi tvegani zaradi cirotično spremenjenih jeter (69). 
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Poleg Djokića in sodelavcev so o uporabi EKT z bleomicinom pri zdravljenju bolnikov 
s hepatoceličnim rakom poročali še Tarantino in sodelavci (70). EKT so uporabili za 
zdravljenje tromboze portalne vene v hilusu jeter, ki je povezana s slabo prognozo s 
pričakovanim medianim preživetjem približno treh mesecev (71). Elektrode so vstavili 
neposredno ob trombozirano portalno veno s perkutano tehniko pod kontrolo UZ. V 
raziskavo so vključili šest bolnikov, v dveh primerih je po EKT prišlo do popolne 
rekanalizacije portalne vene, v treh primerih pa so ugotovili zmanjšanje tromba z 
odsotnostjo tumorskega tkiva. Mediani čas sledenja bolnikov je bil eno leto, v tem času 
lokalnih ponovitev bolezni niso ugotovili. En bolnik je umrl zaradi krvavitve iz varic 
požiralnika pet tednov po posegu, o intra- ali postoperativnih zapletih zaradi EKT kljub 
uporabi v neposredni bližini velikih žil jeter niso poročali. Zaključili so, da je EKT 
učinkovita in varna metoda za zdravljenje maligne tromboze portalne vene ob hilusu 
jeter (70).  
 
Tarantino in sodelavci so EKT z bleomicinom uporabili tudi pri zdravljenju bolnikov s 
perihilarnim rakom žolčnih vodov (Klatskinovim tumorjem) (72). Bolniki s 
Klatskinovim tumorjem, ki ga ni mogoče odstraniti kirurško, imajo slabo prognozo, saj 
je sistemska kemoterapija slabo učinkovita, uporaba toplotnih lokalnih metod 
zdravljenja pa zaradi bližine velikih žil, žolčnih vodov in dvanajstnika kontraindicirana 
(73, 74). V raziskavo so vključili pet bolnikov. Pri štirih bolnikih so opravili perkutano 
EKT Klatskinovega tumorja, pri enem pa intraoperativno EKT večjega Klatskinovega 
tumorja v osmem segmentu jeter ob sočasni kirurški resekciji tumorja v četrtem 
segmentu jeter. O zapletih zaradi EKT niso poročali. Bolnike so sledili z oceno s CT s 
kontrastnim sredstvom štiri tedne in šest mesecev po posegu. Pri treh bolnikih je bil 
ugotovljen popoln odgovor na zdravljenje z EKT po štirih tednih in šestih mesecih. Pri 
dveh bolnikih, pri katerih je bil ugotovljen nepopoln odgovor tumorja na EKT po štirih 
tednih, je prišlo do lokalnega napredovanja bolezni po šestih mesecih. Avtorji raziskave 
so zaključili, da je uporaba EKT izvedljiva, učinkovita in varna za zdravljenje bolnikov 
s Klatskinovimi tumorji, ki niso primerni za druge vrste lokalnega zdravljenja. 
Izpostavili so potencialno uporabnost perkutane EKT z bleomicinom za zmanjšanje 
tumorjev žolčnih vodov pred kirurškim posegom, saj bi s tem lahko povečali število 
bolnikov, pri katerih bi bila kurativna resekcija tumorja tehnično možna (72).  
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1.6 Histološke spremembe jeter po elektrokemoterapiji 
 
Ker se EKT površinskih in globokih tumorjev v trenutni klinični praksi uporablja 
pretežno v paliativne namene, so pri bolnikih po zdravljenju redko odvzeti vzorci 
tumorjev za histološko oceno odgovora na EKT (34). Bigi in sodelavci so pri dveh 
bolnikih s številnimi kožnimi zasevki melanoma odvzeli skupno 21 biopsij tumorjev 
pred in po zdravljenju z EKT z bleomicinom (75). Že v biopsijah, odvzetih 10 minut po 
EKT, so opazili poškodbe tumorskih celic, ki so bile najbolj očitne tri dni po posegu. 
Opažene histološke in imunokemične spremembe so bile skladne z apoptotsko smrtjo 
tumorskih celic (75). Opazili so tudi izrazit limfocitni imunski odziv, ki bi ga lahko 
izkoristili za izboljšanje sistemske učinkovitosti imunoterapije pri zdravljenju bolnikov 
z razsejanim melanomom (76, 77).  
 
Velika večina bolnikov, vključenih v do sedaj objavljene raziskave uporabe EKT za 
zdravljenje globoko ležečih tumorjev, je bila sledenih le radiološko, z uporabo CT ali 
MRI s kontrastnim sredstvom (38, 67–69, 72). Gašljević in sodelavci so leta 2017 
objavili rezultate histopatološkega pregleda 13 jetrnih zasevkov raka debelega črevesa 
in danke pri sedmih bolnikih, ki so bili vključeni v raziskavo Edhemovića in sodelavcev 
o uporabi EKT z bleomicinom za zdravljenje jetrnih zasevkov raka debelega črevesa in 
danke (67, 78). Vključeni bolniki so bili pred EKT zdravljeni z uporabo kemoterapije, 
bioloških zdravil in z obsevanjem, nato so bili dvakrat operirani. Pri prvi operaciji je 
bila opravljena tudi intraoperativna EKT z bleomicinom nekaterih jetrnih zasevkov, ki 
so bili nato ob drugi operaciji osem do deset tednov kasneje kirurško odstranjeni (67).  
 
Gašljević in sodelavci so pri makroskopskem histopatološkem pregledu tumorskega in 
jetrnega tkiva ugotovili, da so se z EKT zdravljenja območja jasno razlikovala od 
preostanka jetrnega parenhima, obdana so bila s sivo psevdokapsulo (78). Pri 
mikroskopskem pregledu je bila ugotovljena nekroza koagulacijskega tipa tumorskega 
in normalnega tkiva ob elektrodah. V odstranjenih zasevkih so ugotovili samo še 
približno 10 % vitalnega tumorskega tkiva, ob velikih žilah morebitnega ostanka 
tumorskih celic niso ugotovili. Prehodnost žil, večjih od pet mm, je bila ohranjena. 
Manjše žile so bile različno poškodovane, stopnja poškodbe je padala z večanjem 
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oddaljenosti od elektrod za aplikacijo električnih pulzov. Poškodbe žil so bile najbolj 
izrazite na venulah, manj na arteriolah in najmanj na žolčnih vodih. Osem do deset 
tednov po EKT so bile že vidne regenerativne spremembe na jetrih z agregacijo 
imunskih celic. V zaključku študije so avtorji zapisali, da EKT poškoduje manjše žile 
ob elektrodah, medtem ko naj bi večje žile ostale ohranjene. Opisane poškodbe bi lahko 
imele tudi klinično pomemben vpliv na bolnike s tumorji ob velikih žilah jeter, ki bi bili 
zdravljeni z EKT (78). 
 
Poleg Gašljević in sodelavcev so nekaj podatkov o vplivu EKT na normalne žile jeter 
objavili tudi Tarantino in sodelavci v svoji raziskavi, v kateri so uporabili perkutano 
EKT z bleomicinom za zdravljenje tromboze portalne vene pri bolnikih s 
hepatoceličnim rakom (70). Pred in po EKT so opravili perkutano igelno biopsijo 
tumorskega tromba v portalni veni. Biopsije po posegu so pokazale apoptozo in nekrozo 
tumorja pri vseh bolnikih. Pri treh bolnikih je bila v biopsijski vzorec zajeta tudi stena 
portalne vene s periportalnim tkivom. Pri pregledu je bila ugotovljena normalna stena in 
endotel portalne vene ter nespremenjeno periportalno tkivo brez morebitne nekroze 
(70).  
 
Zaključimo lahko, da se je v dosedanjih pilotnih raziskavah EKT izkazala za izvedljivo, 
varno in učinkovito metodo zdravljenja globoko ležečih tumorjev (67–70, 72). Ker pa je 
bila večina vključenih bolnikov sledenih le z radiološkimi preiskavami, kot sta CT in 
MRI, je v literaturi moč najti zelo malo podatkov o histoloških spremembah na 
tumorskem in normalnem tkivu po EKT (75, 78). Avtorji dosedanjih raziskav o uporabi 
EKT za zdravljenje globoko ležečih tumorjev so izpostavili uporabnost EKT za 
zdravljenje tumorjev, ki zaradi lege ob velikih žilah, žolčnih vodih, dvanajstniku in 
drugih občutljivih anatomskih strukturah niso bili primerni za zdravljenje s kirurgijo ali 
drugimi lokalnimi metodami (65, 67–70, 72). Ker EKT učinkuje prek lokalnega 
povečanja učinka citostatika na hitro deleče se maligne celice, ne pa prek nepopravljivih 
poškodb celic s segrevanjem, zmrzovanjem, IRE ali drugimi fizikalnimi metodami, 
teoretično ne bi smela povzročiti pomembnih poškodb normalnih, netumorskih tkiv (10, 
65). Kljub temu pa so Gašljević in sodelavci ob histološkem pregledu vzorcev tkiv, 
odvzetih po EKT jetrnih zasevkov raka debelega črevesa, ugotovili tudi poškodbe 
Žmuc J. Vpliv elektrokemoterapije z bleomicinom na jetra pri prašiču [doktorska disertacija]. 
Ljubljana: Univerza v Ljubljani, Medicinska fakulteta; 2019. 
15 
 
 
normalnih žil in žolčnih vodov (78). Da bi zagotovili varno in učinkovito zdravljenje 
bolnikov s tumorji jeter z EKT, je potrebno natančneje opredelili obseg, naravo in 
klinično pomembnost sprememb normalnih tkiv jeter po EKT z bleomicinom. 
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2 NAMEN DELA IN HIPOTEZA 
 
2.1 Namen dela 
 
Namen doktorskega dela je prvič natančno opisati akutne spremembe na normalnem 
tkivu jeter prašiča po EKT z bleomicinom. 
 
2.2 Hipoteza 
 
Naša hipoteza je, da uporaba EKT z bleomicinom v bližini velikih žil in žolčnih vodov 
jeter ne povzroči škodljivih sprememb normalnih tkiv, ki bi lahko vodile v odpoved 
organa ali v druge resne zaplete. 
 
2.3 Cilji dela 
 
Cilji dela bodo doseženi: 
 s histološko analizo tkivnih vzorcev in primerjavo sprememb z matematičnim 
modelom jakosti električnega polja,  
 z oceno jeter s CT s kontrastnim sredstvom in  
 z merjenjem biokemičnih označevalcev funkcije jeter ter sistemskega vnetnega 
odziva v krvi. 
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3 MATERIALI IN METODE 
 
3.1 Zasnova raziskave in poskusne živali 
 
Da bi ugotovili, ali EKT z bleomicinom v bližini velikih žil in žolčnih vodov jeter 
povzroči klinično pomembne poškodbe, smo zasnovali translacijsko študijo na 
živalskem modelu prašiča, s katero smo raziskali vpliv tvegane uporabe EKT na 
normalna tkiva jeter. Za izvedbo raziskave na živalskem modelu smo se odločili, ker bi 
bila klinična raziskava pri vstavitvi elektrod za aplikacijo električnih pulzov v velike 
žile jeter preveč tvegana zaradi nevarnosti trombo-emboličnih zapletov, krvavitve ali 
jetrne odpovedi. Za natančno opredelitev vpliva EKT na normalna tkiva jeter je bil 
nujen tudi odvzem in histopatološki pregled številnih tkivnih vzorcev, kar je omogočala 
samo uporaba živalskega modela. Za dosego izbranih ciljev tako niso obstajale 
alternativne metode, ki bi nadomestile uporabo poskusnih živali.  
 
Prašiče smo za naše poskusne živali izbrali, ker so od vseh živalskih vrst, ki se 
uporabljajo v eksperimentalni medicini, njihova jetra anatomsko in fiziološko najbolj 
podobna človeškim (79, 80). Prašiči so zato standardne poskusne živali za preizkušanje 
novih lokalnih metod zdravljenja tumorjev jeter (81). Ker je anatomija prašičjih jeter po 
velikosti in lastnostih podobna človeški, smo lahko uporabili tudi standardno opremo za 
EKT in kirurški inštrumentarij za ljudi in tako ponazorili realne pogoje ob klinični 
uporabi EKT. Glede na ugotovitve predhodnih laboratorijskih raziskav na miših in 
kliničnih študij na ljudeh smo predpostavili, da tudi tvegana uporaba EKT z 
bleomicinom ne bo povzročila klinično pomembnih poškodb normalnega tkiva jeter oz. 
pomembno vplivala na jetrno funkcijo in sistemski vnetni odziv (17, 67–70). 
 
Raziskavo smo izvedli na osmih prašičih (lat. sus scrofa domesticus) ženskega spola, 
križancih pasem Landrace in Large White (preglednica 1). Za uporabo živali ženskega 
spola smo se odločili zaradi morebitne lažje katetrizacije mehurja v primeru retence 
urina po operativnem posegu. Spol živali ni imel vpliva na rezultate naše raziskave. 
Število poskusnih živali v naši raziskavi smo utemeljili glede na primerljive, že 
objavljene raziskave uporabe lokalnih metod zdravljenja tumorjev (npr. IRE, RFA) na 
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jetrih prašičev (51, 56, 82, 83). Poskusne živali smo kupili od registriranega rejca Aleša 
Globočnika, Voglje, Letališka ulica 7, 4208 Šenčur, KMG-MID 100205065. Živali smo 
vhlevili 3 do 17 dni pred posegom v prostorih Klinike za reprodukcijo in velike živali 
Veterinarske fakultete Univerze v Ljubljani (VF UL). Z namenom zmanjšati stres pri 
živalih smo prašiče že več dni pred posegom vhlevili v skupen prostor, kjer so bili ves 
čas poskusa v neposrednem vidnem in slišnem stiku. Prašiče smo znotraj hleva 
posamično namestili v ločene notranje ograde velikosti 1,25 x 4,40 m, katerih tla so bila 
prekrita s slamo (slika 6). V hlevu je bil zagotovljen naraven cikel luči in teme, stalna 
temperatura med 20 in 23 ºC in relativna vlažnost med 50 in 65 %. Prašiče smo, razen 
zjutraj pred operacijo, hranili dvakrat dnevno z uporabo krme za komercialno vzrejo 
prašičev, imeli so neomejen dostop do pitnikov s svežo vodo. Prvih 24 ur po 
operativnem posegu so bili prašiči pod neprestanim nadzorom oskrbnika, nato pa smo 
njihovo stanje preverjali trikrat dnevno in jih hkrati nadzorovali s pomočjo kamere.  
 
 
Slika 6. Poskusni prašič v ogradi 
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Kirurški posegi z uporabo EKT oz. električnih pulzov so bili opravljeni v operacijskih 
prostorih Klinike za male živali VF UL. Pri šestih prašičih smo uporabili EKT z 
bleomicinom, pri dveh prašičih pa smo izvedli kontrolni poseg, pri katerih smo 
uporabili samo električne pulze brez aplikacije bleomicina (preglednica 1). Kontrolna 
posega smo opravili, da bi ugotovili, ali so morebitne spremembe na jetrih posledica 
aplikacije električnih pulzov ali citotoksičnih učinkov bleomicina.  
 
Preglednica 1. Poskusne živali v terapevtskih skupinah 
Številka 
živali 
Teža na dan 
poskusa 
Čas evtanazije 
po posegu 
Tip elektrod  Vrsta posega 
1 30 kg Dva dneva Linearni 
elektrodi 
Elektrokemoterapija 
z bleomicinom 
2 32 kg Dva dneva Heksagonalne 
elektrode 
Elektrokemoterapija 
z bleomicinom 
3 30 kg Dva dneva Linearni 
elektrodi 
Samo električni 
pulzi 
4* 33 kg Sedem dni Linearni 
elektrodi 
Elektrokemoterapija 
z bleomicinom 
5* 29 kg Sedem dni Linearni 
elektrodi 
Elektrokemoterapija 
z bleomicinom 
6* 32 kg Sedem dni Linearni 
elektrodi 
Elektrokemoterapija 
z bleomicinom 
7 30 kg Sedem dni Heksagonalne 
elektrode 
Elektrokemoterapija 
z bleomicinom 
8 30 kg Sedem dni Linearni 
elektrodi 
Samo električni 
pulzi 
*Uporaba dveh linearnih elektrod z evtanazijo po sedmih dneh je zaradi uporabe višjih 
napetosti med elektrodama po našem mnenju najbolj tvegana strategija 
elektrokemoterapije z bleomicinom. Da bi potrdili varnost posega, smo poskus z 
enakimi parametri ponovili trikrat. 
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Za aplikacijo električnih pulzov smo uporabili oba tipa elektrod, ki sta trenutno v 
klinični uporabi (preglednica 1). Na šestih poskusnih živalih smo za aplikacijo 
električnih pulzov uporabili dve posamični ravni oz. linearni elektrodi (v nadaljevanju 
besedila linearni elektrodi), ki omogočata poljubno postavitev v tkivu za zagotovitev 
ustrezne pokritosti z električnim poljem. Da bi pri vseh poskusih uporabili enako 
razmerje med napetostjo in razdaljo, smo linearni elektrodi vstavili v po meri narejeno 
plastično držalo in tako zagotovili primerljivost rezultatov (slika 7). Poleg linearnih 
elektrod smo na dveh poskusnih živalih uporabili še držalo s sedmimi elektrodami, 
razporejenimi heksagonalno (v nadaljevanju besedila heksagonalne elektrode) (slika 8).  
 
 
Slika 7. Linearni elektrodi, vstavljeni v plastično držalo 
Plastično držalo smo uporabili zato, da sta bili elektrodi popolnoma vzporedni in med 
seboj oddaljeni točno 2 cm. 
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Slika 8. Heksagonalne elektrode 
Slika povzeta po (84). 
 
Pri vsakem prašiču smo električne pulze aplicirali na štirih različnih anatomskih mestih 
na jetrih, skupno smo tako opravili 32 aplikacij (slika 9). Končna točka poskusa je bila 
evtanazija poskusnih živali drugi oz. sedmi dan po posegu. Časa evtanazije sta bili 
določena glede na že objavljene, primerljive raziskave uporabe lokalnih metod 
zdravljenja tumorjev na prašičjih jetrih (51, 56, 85). Parametre za aplikacijo električnih 
pulzov in odmerjanje bleomicina smo povzeli po ESOPE smernicah za zdravljenje 
površinskih tumorjev z EKT in po metodah raziskave Edhemovića in sodelavcev o 
uporabi EKT z bleomicinom za zdravljenje jetrnih zasevkov raka debelega črevesa in 
danke (27, 28, 67). 
 
Žmuc J. Vpliv elektrokemoterapije z bleomicinom na jetra pri prašiču [doktorska disertacija]. 
Ljubljana: Univerza v Ljubljani, Medicinska fakulteta; 2019. 
22 
 
 
 
Slika 9. Označena mesta vstavitve elektrod na eksplantiranih jetrih prašiča 
Za aplikacijo električnih pulzov sta bili uporabljeni linearni elektrodi. Enote na merilu 
so v cm. VC – kavdalna votla vena, HV – leva srednja jetrna vena, PV – leva portalna 
vena, Pa – periferni parenhim jeter. 
 
Dovoljenje za izvajanje poskusov je izdala Etična komisija za poskuse na živalih 
Uprave Republike Slovenije za varno hrano, veterinarstvo in varstvo rastlin (številka 
dovoljenja U34401-1/2017/4, datum izdaje dovoljenja 17. 03. 2017). Poskusne živali so 
bile vzrejene v skladu z direktivo Sveta Evrope o minimalnih standardnih za vzrejo 
prašičev (2008/120/EC). Vsi postopki so bili skladni z nacionalno (Zakon o zaščiti 
živali, Uradni list RS, št. 38/13, Pravilnik o pogojih za izvajanje poskusov na živali, 
Uradni list RS, št. 37/13 in 89/14) in evropsko zakonodajo (Direktiva Sveta Evrope o 
zaščiti živali, ki se uporabljajo v znanstvene namene, 2010/63/EU). 
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3.2 Protokol poskusa 
 
3.2.1 Kirurški poseg z uporabo elektrokemoterapije 
 
Prašiče smo v hlevu sedirali z uporabo 10 mg/kg intramuskularnega (im) ketamina 
(Bioketan, Vetoquinol, Lure Cedex, Francija), 0,5 mg/kg im midazolama (Midazolam 
Torrex, Torrex Chiesi Pharma GmbH, Dunaj, Avstrija) in 0,5 mg/kg im butorfanola 
(Butomidor, Richter Pharma AG, Wels, Avstrija). Prašiče smo stehtali z uporabo 
merilnega traku (Rondo combi, Kruuse, Langeskov, Danska). Telesno površino prašičev 
smo ocenili z uporabo naslednje formule: 100 x telesna površina (m
2
) = 7,98 x telesna 
teža
2/3
 (kg) (86). Vzpostavili smo intravenski (iv) dostop in prašiče inducirali v 
anestezijo z 12 mg/kg iv propofola (Norofol, Norbrook Laboratories, Newry, Severna 
Irska). Prašiče smo endotrahealno intubirali in nato anestezijo vzdrževali z mešanico 
izoflurana (Isoflurin, Vetpharma Animal Health, Barcelona, Španija) in kisika, 4 
µg/kg/h iv fentanila (Fentanyl Torrex, Chiesi, Parma, Italija) in 0,5 mg/kg iv rokuronija 
(Esmeron, NV Organon, Oss, Nizozemska). Za predihavanje prašičev med anestezijo 
smo uporabljali ventilacijo z intermitentnim pozitivnim tlakom (Ventilog, Dräger 
Tiberius 800, Lübeck, Nemčija). Med posegom smo prašičem aplicirali še 4 mg/kg iv 
karprofena (Rimadyl, Zoetis Belgium SA, Louvain-La-Neuve, Belgija), 9 mg/kg im 
amoksicilina s klavulansko kislino (Klavuxil, Genera, Rakov potok, Hrvaška) in 10 
ml/kg/h iv fiziološke raztopine (NaCl 0,9 %, B Braun, Melsungen, Nemčija). Krvni tlak 
smo merili neinvazivno z uporabo UZ doplerskega merilca krvnega pretoka (Model 
811, Parks Medical Electronics, Beaverton, Oregon, Združene države Amerike). 
Elektrokardiogram (EKG), parcialni tlak ogljikovega dioksida v izdihanem zraku in 
nasičenost arterijske krvi s kisikom smo spremljali z uporabo multiparametričnega 
monitorja (BLT M9000 VET, Guandong Biolight Meditech, Zhuhai, Kitajska). 
 
Anestezirane prašiče smo varno namestili na operacijsko mizo v položaj leže na hrbtu. 
Kožo na trebuhu smo obrili in aseptično pripravili operativno polje. Naredili smo 
mediano laparotomijo in si prikazali ter sprostili jetra. Pod kontrolo intraoperativnega 
UZ (Logiq S7 Pro, GE, Milwaukee, Wisconsin, Združene države Amerike ali M9, 
Mindray, Shenzhen, Kitajska) smo vstavili linearni elektrodi ali heksagonalne elektrode 
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(IGEA, SpA, Carpi, Italija) v lumen kavdalne votle vene in okolni jetrni parenhim (slika 
10, slika 11).  
 
 
Slika 10. Intraoperativni ultrazvočni posnetek 
Eno od linearnih elektrod (bela puščica) smo med kirurškim posegom vstavili v lumen 
(L) kavdalne votle vene. 
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Slika 11. Linearni elektrodi v parenhimu jeter 
 
Aktivna dela za dovajanje električnih pulzov sta bila pri obeh linearnih elektrodah dolga 
3 cm, s premerom 1,2 mm vsak (slika 7). Linearni elektrodi smo namestili v po meri 
narejeno plastično držalo, da sta bili popolnoma vzporedni in medsebojno oddaljeni 
natančno 2 cm (slika 7, slika 11). Pri heksagonalnih elektrodah je imela vsaka od 
igelnih elektrod premer 0,7 mm, med seboj so bile oddaljene 0,73 cm (slika 8). 
 
Poskusne živali, pri katerih smo uporabili EKT z bleomicinom, so po vstavitvi elektrod 
prejele bolusni odmerek 15.000 mednarodnih enot (international units, IU) na m
2
 
telesne površine iv bleomicina (Bleomycinum, Heinrich Mack. Nachf. GmbH, 
Illertissen, Nemčija). V časovnem obdobju 8 do 28 minut po iv aplikaciji bleomicina 
smo z generatorjem električnih pulzov (Cliniporator, IGEA SpA, Carpi, Italija) med 
elektrodami aplicirali bodisi 8 (linearni elektrodi) bodisi 96 (heksagonalne elektrode) 
električnih pulzov (slika 12). Vsak električni pulz je trajal 100 µs. Napetost med pari 
elektrod smo nastavili bodisi na 2.000 V (linearni elektrodi) bodisi na 730 V 
(heksagonalne elektrode). Tako smo zagotovili enako razmerje med napetostjo in 
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razdaljo 1.000 V/cm pri obeh tipih elektrod. Frekvenca aplikacije pulzov je bila 1 Hz pri 
linearnih elektrodah in 5 kHz pri heksagonalnih elektrodah. Aplikacija električnih 
pulzov ni bila sinhronizirana z EKG, saj je bila srčna frekvenca prašičev prehitra za 
sinhronizacijo z generatorjem električnih pulzov, ki je prilagojen za človeško srčno 
frekvenco. 
 
 
Slika 12. Generator električnih pulzov 
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Po uspešni prvi aplikaciji električnih pulzov v lumen in tkivo ob kavdalni votli veni smo 
elektrode odstranili iz jetrnega parenhima in okolico vbodnih mest označili z 
električnim skalpelom. Dodatno hemostazo jeter smo naredili s kompresijo s toplim 
zložencem. Enak postopek vstavitve elektrod v lumen žile in okolni jetrni parenhim ter 
aplikacije električnih pulzov smo nato ponovili še za levo portalno veno in levo srednjo 
jetrno veno. Tako smo v električno polje zajeli tudi jetrni arteriji in žolčna voda. Zadnje, 
četrto mesto vstavitve elektrod je bilo v parenhimu levega stranskega režnja jeter in je 
bilo namenjeno kot kontrolno mesto za primerjavo sprememb na jetrnem parenhimu 
stran od velikih žil. Oba kontrolna prašiča, pri katerih smo uporabili samo električne 
pulze, nista prejela bleomicina; preostanek protokola poskusa je bil enak kot pri 
prašičih, pri katerih smo uporabili EKT z bleomicinom. 
 
Mišično ovojnico trebušne stene in kožo smo zašili z resorbilnimi šivi. V robove 
kirurške rane smo vbrizgali L-bupivakain (Chirocaine 0,5 %, Abb Vie, Campoverde, 
Italija) v maksimalnem odmerku 2 mg/kg. Prašiče smo nato prebudili iz anestezije in 
prekinili relaksacijo mišic z uporabo 0,05 mg/kg iv neostigmina (Neostigmin, 
Rotexmedica, Trittau, Nemčija) in 0,03 mg/kg iv atropina (Atropinum sulfuricum 
Nycomed, Takeda Austria, Linz, Avstrija). Prašiči so za analgezijo po operaciji prejeli 
en odmerek 0,15 mg/kg im metadona (Synthadon, Produlab Pharma, Oudewater, 
Nizozemska), en 75 µg/h fentanilski transdermalni obliž (Durogesic, Janssen 
Pharmaceutica, Beerse, Belgija) in 4 mg/kg peroralnega (po) karprofena vsakih 24 ur 
(Rimadyl, Zoetis Belgium SA, Louvain-La-Neuve, Belgija). Da bi preprečili vnetje 
operativne rane, smo prašičem vsakih 24 ur dajali 9 mg/kg po amoksicilina s 
klavulansko kislino (Clavaseptin, Vetoquinol, Lure Cedex, Francija). Prašiči so imeli po 
operaciji prost dostop do krme in vode. Drugi oz. sedmi dan po operaciji smo prašiče 
ponovno anestezirali po istem protokolu. Po indukciji v anestezijo smo jih evtanazirali z 
uporabo 0,3 ml/kg iv T61 sredstva za evtanazijo (Intervet, Boxmeer, Nizozemska). Po 
potrditivi srčnega zastoja z uporabo UZ doplerskega merilca krvnega pretoka smo jetra 
eksplantirali za histološko analizo. 
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3.2.2 Odvzem vzorcev tkiv  
 
Pripravo vzorcev tkiv smo pričeli manj kot eno uro po eksplantaciji jeter. Natančno smo 
pregledali in fotografirali površino jeter. Jetra smo nato narezali na pet mm debele 
rezine, ki smo jih makroskopsko pregledali. Opažene spremembe smo opisali in 
fotografirali. Nato smo odvzeli reprezentativne tkivne vzorce iz spremenjenega in 
normalnega jetrnega parenhima. Vzorci so bili fiksirani v 10 % formaldehidu za 24 ur. 
Iz parafinskih blokov smo narezali dva do tri m debele rezine in jih obarvali s 
hemalaun-eozinom. Makroskopski in mikroskopski pregled odvzetih vzorcev tkiv je na 
Oddelku za patologijo Onkološkega inštituta Ljubljana opravil patolog, specializiran za 
ocenjevanje sprememb po EKT na jetrih. Vse histološke spremembe smo natančno 
opisali in fotografirali. 
 
3.2.3 Matematični model jakosti električnega polja 
 
Matematični model jakosti električnega polja v področjih aplikacije električnih pulzov 
smo izračunali v Laboratoriju za biokibernetiko Fakultete za elektrotehniko Univerze v 
Ljubljani z metodo končnih elementov in uporabo programskega paketa Comsol 
Multiphysics (COMSOL AB, Stockholm, Švedska) za program MATLAB (Mathworks, 
Natick, Massachusetts, Združene države Amerike). Model jakosti električnega polja z 
mejami RE in IRE smo prikazali z uporabo t. i. heat-map matrike (63, 84). 
 
3.2.4 Ocena jeter z računalniško tomografijo s kontrastnim sredstvom 
 
Po koncu kirurškega posega smo na Kliniki za male živali VF UL pri anesteziranih 
poskusnih živalih opravili še oceno jeter s CT (Somatom Scope, Siemens Healthcare, 
Erlangen, Nemčija) z intravenskim kontrastnim sredstvom (Ultravist 370, Bayer, 
Leverkusen, Nemčija) za prikaz morebitnih akutnih sprememb v pretoku krvi po žilah 
in parenhimu jeter ter krvavitev iz vbodnih mest. 
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3.2.5 Določitev biokemičnih označevalcev v krvi 
 
Pred operativnim posegom in pred evtanazijo smo pri anesteziranih živalih v ustrezne 
epruvete (BD Microtainer in BD Vacutainer, Becton Dickinson, Franklin Lakes, New 
Jersey, Združene države Amerike) odvzeli vzorce krvi za določitve vrednosti 
hemograma, protrombinskega časa, serumskih koncentracij kreatinina, sečnine, 
albuminov, žolčnih kislin, laktata in aktivnosti alanin aminotransferaze (ALT) na 
Kliniki za male živali VF UL. Dodatno smo iz vzorcev krvi določili aktivnosti amilaze 
na Oddelku za laboratorijske dejavnosti in C-reaktivnega proteina (CRP) na Oddelku za 
eksperimentalno onkologijo Onkološkega inštituta Ljubljana. 
 
Vzorce krvi za določitev hemograma smo analizirali nemudoma po odvzemu (Advia 
120, Siemens, München, Nemčija). Vzorce krvi v epruvetah s citratom za določitev 
protrombinskega časa smo najprej pri sobni temperaturi centrifugirali 15 minut z 2.000 
g, nato smo jih analizirali s koagulometrom (H. Amelung KC 1A micro, H. Amelung, 
Lemgo, Nemčija). Vzorce krvi za določitev serumskih koncentracij kreatinina, sečnine, 
albuminov, žolčnih kislin in aktivnosti ALT smo najprej pustili koagulirati 30 minut pri 
sobni temperaturi, nato smo jih centrifugirali 10 minut z 1.300 g pri 4 ºC in analizirali 
(RX Daytona, Randox, Crumlin, Združeno kraljestvo). Vzorce krvi za določitev 
koncentracije laktata smo odvzeli v brizge z litijevim heparinatom (Gaslyte Arterial 
Blood Sampler, Vital Signs, Inc., Englewood, Colorado, Združene države Amerike) in 
jih takoj analizirali (Rapid Point 500, Siemens Healthcare, Erlangen, Nemčija). 
 
Vzorce krvi za določitev aktivnosti amilaze in CRP smo pustili koagulirati vsaj 30 
minut in jih nato 10 minut centrifugirali s 3.000 obrati na minuto pri sobni temperaturi. 
Serum smo nato prenesli v Eppendorf epruvete (Golias Labortehnika, Ljubljana, 
Slovenija) in jih shranili pri 20 ºC do analize za določitev koncentracije amilaze 
(Cobas 8000 Modular Analyzer, Roche Diagnostics, Basel, Švica) in CRP (Pig CRP 
ELISA Kit, Abcam, Cambridge, Združeno kraljestvo) v serumu. 
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3.3 Statistična analiza 
 
Število poskusnih živali vključenih v raziskavo temelji na številu prašičev, ki so jih 
vključili v primerljive študije, objavljene v znanstveni literaturi (51, 56, 82). Ker gre za 
pretežno opisno študijo, izračun velikosti vzorca ni potreben oz. možen. Rezultate 
histološkega pregleda smo podali opisno, vrednosti laboratorijskih parametrov pred 
posegom in pred evtanazijo smo primerjali z uporabo t-testa za odvisne vzorce (IBM 
SPSS Statistics, Armonk, New York, Združene države Amerike). 
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4 REZULTATI 
 
4.1 Neželeni dogodki 
 
Med poskusi nismo opazili zapletov ob vstavitvi in odstranitvi elektrod, aplikaciji 
električnih pulzov in bleomicina. Čeprav aplikacije električnih pulzov nismo mogli 
sinhronizirati z EKG, pri prašičih nismo opazili motenj srčnega ritma. Pri prašičih ves 
čas trajanja poskusa nismo opazili kliničnih znakov odpovedi jeter ali sistemskega 
vnetnega odziva. 
 
4.2 Pregled tkivnih vzorcev jeter in primerjava sprememb z matematičnim 
modelom 
 
Glavni cilj naše raziskave je bil opredeliti histološke spremembe na normalnem tkivu 
jeter po EKT z bleomicinom. Pri makroskopskem pregledu eksplantiranih jeter smo 
opazili spremembe na tkivu, ki so bile jasno omejene na področja, kjer so bile 
vstavljene elektrode in aplicirani električni pulzi. V tkivu jeter, ki je bilo zajeto v 
električno polje med elektrodami, vendar pa z njimi ni bilo v neposrednem stiku, 
sprememb nismo opazili. Morebitnih trombov v velikih žilah jeter kljub intraluminalni 
vstavitvi elektrod nismo opazili (slika 13). 
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Slika 13. Makroskopski pregled eksplantiranih jeter 
Z belimi puščicami smo označili mesta, kjer smo vstavili linearni elektrodi (a) in 
heksagonalne elektrode (b) ter aplicirali električne pulze. Spremembe, vidne na 
endotelu, potrjujejo uspešno intraluminalno vstavitev elektrod v velike žile jeter. 
Morebitnih makroskopsko vidnih tromboz nismo videli. 
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Pri histološkem pregledu tkivnih vzorcev nismo ugotovili razlik med uporabo EKT z 
bleomicinom in samo električnih pulzov pri kontrolnih prašičih (slika 14). Tako smo 
dokazali, da so bile opažane spremembe posledica aplikacije električnih pulzov in hkrati 
da bleomicin ni povzročil dodatnih poškodb na jetrnem tkivu. 
 
 
Slika 14. Primerjava sprememb po električnih pulzih in elektrokemoterapiji  
Sedem dni po aplikaciji samo električnih pulzov (a) oz. elektrokemoterapiji z 
bleomicinom (b) histoloških razlik nismo ugotovili. 
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Opažene histološke spremembe na jetrih smo lahko razdelili v dve skupini: akutne in 
subakutne spremembe dva dni po posegu in kronične spremembe po sedmih dneh od 
posega. 
 
4.2.1 Akutne in subakutne spremembe dva dni po posegu 
 
Pri vseh poskusnih živalih, ki smo jih evtanazirali dva dni po posegu, smo opazili 
lijakaste, pet do osem mm široke spremembe na mestih vstavitve elektrod. Premer 
sprememb je bil manjši, če smo uporabili heksagonalne elektrode. Pri histološkem 
pregledu smo lahko jasno razlikovali štiri različna območja sprememb (slika 15).
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Slika 15. Akutne in subakutne spremembe dva dni po posegu 
V območjih 1 in 2 ob elektrodi smo opazili votlino zaradi vstavitve elektrode in ob njej 
nekrozo, v območju 3 smo opazili delno poškodovan jetrni parenhim, v območju 4 pa 
normalen jetrni parenhim. Velikost območij je bila odvisna od tipa elektrod in števila 
uporabljenih električnih pulzov. (a) Spremembe dva dni po aplikaciji električnih pulzov 
(prašič 3) z linearnima elektrodama. Spremembe so prikazane vzporedno glede na smer 
vstavitve elektrod. (b) Matematični model prikazuje porazdelitev jakosti električnega 
polja v jetrnem parenhimu med in ob elektrodah. Elektrode so na sliki prikazane v 
dolžini samo pet mm, ker smer vstavitve ni bila pravokotna glede na rez jetrnega 
parenhima. Črne črte označujejo mejo med reverzibilno in ireverzibilno 
elektroporacijo. (c) Spremembe dva dni po elektrokemoterapiji z bleomicinom (prašič 
2), uporabili smo heksagonalne elektrode. Spremembe so prikazane prečno glede na 
smer vstavitve elektrod. (d) Matematični model prikazuje porazdelitev jakosti 
električnega polja pri uporabi heksagonalnih elektrod. Črna črta označuje mejo med 
reverzibilno in ireverzibilno elektroporacijo. 
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4.2.1.1 Območji 1 in 2 ob elektrodi 
 
V območju 1 smo videli centralno ležečo votlino, ki je nastala zaradi vstavitve 
elektrode. Votlina je bila izpolnjena s fibrinom in krvjo (slika 16a). Ob votlini je bila v 
območju 2 vidna nekroza koagulacijskega tipa, s povsem porušeno strukturo jetrnega 
parenhima (slika 16b). V tem območju so bili vidni samo ostanki hepatocitov s 
piknotičnimi jedri, zabrisanim kromatinom in zmanjšano, eozinofilno in granulirano 
citoplazmo. Jetrni sinusoidi so bili razširjeni in izpolnjeni z eritrociti, nevtrofilci in 
nekrotičnimi delci. Popolna nekroza majhnih žil in žolčnih vodov s premerom manjšim 
od dveh mm je bila prisotna samo v tem območju (slika 16b). Na mestih, kjer smo z 
elektrodami predrli steno večje vene, smo videli poškodovano steno z manjkajočim 
endotelom, vendar brez vidnih tromboz (slika 16c, slika 16d). 
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Slika 16. Povečava akutnih sprememb v območjih 1 in 2 
(a) Centralno ležeča votlina, izpolnjena s krvjo (črna zvezda), ki jo je povzročila 
vstavitev elektrode, predstavlja območje 1. Obdaja jo nekroza koagulacijskega tipa 
(črna puščica) v območju 2. (b) Uničen jetrni parenhim (črni zvezdi) z ostanki 
hepatocitov s piknotičnimi jedri in delno poškodovanimi venulami (modre puščice), v 
katerih so prisotni fibrinski trombi (F). Arteriole (rdeče puščice) so nepoškodovane. (c, 
d) Popolna nekroza (črna zvezda) ob lumnu (L) večje jetrne vene. Stena žile je delno 
poškodovana z manjkajočo mišično plastjo vendar brez vidne tromboze. 
 
4.2.1.2 Območje 3 delno poškodovanega jetrnega parenhima 
 
V območju 3 poškodbe niso bile enakomerne razporejene. Najbolj izrazite so bile 
centrilobularno, manj očitne pa na obrobju lobulov (slika 17a). Centralne vene lobulov 
niso bile več vidne, struktura centralnega in srednjega dela lobulov je bila uničena. 
Jetrni sinusoidi so bili razširjeni in izpolnjeni s krvjo in fibrinom. Pri delu hepatocitov 
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smo opazili podobne spremembe kot v območjih 1 in 2 (piknotična jedra, zabrisan 
kromatin, zmanjšana, eozinofilna in granulirana citoplazma). Prisotnega je bila nekaj 
nevtrofilnega eksudata. V perifernih hepatocitih smo videli jedra z odprtim kromatinom, 
zmanjšano citoplazmo, zaradi česar so sinusoidi izgledali širši. Fokalno smo videli 
grobe, distrofične kalcinacije. Izrazitost sprememb na krvnih žilah je bila odvisna od 
velikosti, vrste (arteriole ali venule) in oddaljenosti od območij 1 in 2. Žile s premerom 
manj kot dva mm v območju 3 so bile delno poškodovane, z delno izgubo endotela in 
delno nekrozo ali hialino degeneracijo žilne stene. Spremembe so bile bolj izrazite pri 
venulah kot pri arteriolah. V lumnih poškodovanih žil so bili prisotni fibrinski trombi 
(slika 17b). Stopnja poškodb majhnih žil je padala z naraščanjem oddaljenosti od 
elektrod. Žile s premerom večjim od dveh mm so bile nepoškodovane. Na epitelu 
žolčnih vodov smo opazili fokalne reaktivne atipije in povečano mitotsko aktivnost. 
Drugih poškodb ali nekroze žolčnih vodov nismo opazili (slika 17c).
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Slika 17. Povečava sprememb v območju 3 
(a) Poškodovan centralni del lobula (rdeča puščica), z vitalnim perifernim delom lobula 
(črna puščica). (b) Fibrinski tromb (črna puščica) v poškodovani arterioli. (c) 
Nepoškodovan epitel žolčnih vodov (zelena puščica) blizu nekroze. 
 
4.2.1.3 Območje 4 z ohranjenim jetrnim parenhimom 
 
Na meji z območjem 3 smo opazili obnavljajoče se, večjedrne hepatocite. V preostanku 
območja 4, ki je bilo od linearnih elektrod oddaljeno približno 3 mm, od heksagonalnih 
elektrod pa približno 2 mm, je bilo jetrno tkivo normalno. 
 
4.2.2 Kronične spremembe sedem dni po posegu 
 
V parenhimu jeter živali, ki smo jih evtanazirali sedem dni po posegu, smo opazili že 
kronične spremembe na mestih vstavitve elektrod. Premer kroničnih sprememb je bil v 
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primerjavi z akutnimi manjši, štiri do pet mm. Kronične spremembe so imele zvezdasto 
obliko. Prisotne so bile izrazite fibrotične spremembe, ponovno smo opazili tudi jasno 
razmejena območja (slika 18a). 
 
 
Slika 18. Kronične spremembe sedem dni po posegu 
(a) Ob histološkem pregledu smo opazili tri jasno razmejena območja sprememb: 
območje A z nekrozo koagulacijskega tipa, območje B s fibrotično proliferacijo in 
območje C normalnega jetrnega parenhima. (b) Rezidualna nekroza (črna zvezda) z 
vraščanjem granulacijskega tkiva v območju A. Fibrotične spremembe (modri zvezdi) s 
proliferacijo majhnih žolčnih vodov (zelene puščice) v območju B. (c) Večjedrni, 
obnavljajoči se hepatociti (črne puščice) na meji med fibrotičnimi spremembami 
(modra zvezda) v območju B in normalnim, nepoškodovanim jetrnim parenhimom (Pa) 
v območju C. 
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4.2.2.1 Območje A koagulacijske nekroze in območje B fibrotične proliferacije 
 
V območju A smo opazili ostanke centralne votline in koagulacijske nekroze z 
vraščanjem granulacijskega tkiva. Območje B ob nekrozi je bilo skoraj popolnoma 
fibrotično, s proliferacijo majhnih žolčnih vodov (slika 18b). V fibroznem tkivu smo 
opazili tudi limfocite, plazmatke, eozinofilce in histiocite. Prisotna je bila reakcija 
tujkovega tipa na grobe kalcinacije in rezidualno nekrozo. V fibroznem tkivu smo 
opazili tudi ostanke delno poškodovanih žil majhnega premera. V dveh primerih smo 
našli tudi fokuse verjetne ekstramedularne hematopoeze. 
 
4.2.2.2 Območje C nepoškodovanega jetrnega parenhima 
 
Na meji med fibrotičnimi spremembami in normalnim jetrnim tkivom smo opazili več 
obnavljajočih se hepatocitov kot v akutni fazi (slika 18c). Meja med spremembami in 
normalnim jetrnim parenhimom ni bila jasno razmejena. Nekateri periferni deli lobulov 
so bili delno fibrotični in delno vitalni, podobno kot v območju 3 akutnih in subakutnih 
sprememb.  
 
4.3 Ocena jeter z računalniško tomografijo 
 
Pri oceni jeter s CT s kontrastnim sredstvom neposredno po posegu smo opazili 
hipodenzna, slabše prekrvljena področja tkiva na mestih, kjer so bile vstavljene 
elektrode in aplicirani električni pulzi. Oblika in velikost sprememb je bila odvisna od 
vrste uporabljenih elektrod (slika 19). Opažene spremembe so bile enake pri uporabi 
samo električnih pulzov ali EKT z bleomicinom.  
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Slika 19. Hipodenzne spremembe na mestih vstavitve elektrod 
(a) Hipodenzne spremembe po vstavitvi dveh linearnih elektrod (beli puščici). (b) 
Hipodenzne spremembe po vstavitvi heksagonalnih elektrod (obkrožene z belim 
krogom). 
 
Pretok krvi v velikih žilah jeter je po posegu izgledal brez posebnosti. Morebitnih 
polnitvenih defektov zaradi akutnih tromboz ali ekstravazacije kontrastnega sredstva 
zaradi krvavitve nismo opazili (slika 20). 
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Slika 20. Spremembe na mestu vstavitve linearne elektrode v jetrno veno 
Bela puščica označuje hipodenzne spremembe po vstavitvi linearne elektrode v jetra. 
Na mestu, kjer bila elektroda vstavljena v levo srednjo jetrno veno (modra puščica), je 
pretok krvi videti brez posebnosti, morebitnih polnitvenih defektov ali ekstravazacije 
kontrastnega sredstva ni videti. 
 
4.4 Določitev biokemičnih označevalcev v krvi 
 
Z laboratorijsko analizo krvnih vzorcev, ki smo jih odvzeli pred EKT z bleomicinom in 
pred evtanazijo, smo ugotovili statistično značilen porast povprečne aktivnosti ALT iz 
43,2 IU/L (standardna deviacija (SD) = 9,2 IU/L) na 53 IU/L (SD = 15,7 IU/L) 
(preglednica 2). Porast ALT je ostal statistično značilen tudi, če smo v analizo vključili 
še dva prašiča, pri katerih so bili aplicirani samo električni pulzi (preglednica 3). 
Morebitnih statistično značilnih razlik v vrednostih ostalih biokemičnih označevalcev 
funkcije jeter in sistemskega vnetnega odziva nismo ugotovili. 
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Preglednica 2. Povprečne vrednosti in standardna deviacija biokemičnih 
označevalcev pred elektrokemoterapijo z bleomicinom in pred evtanazijo 
n – število živali, ALT – alanin aminotransferaza, CRP – C-reaktivni protein, NS – ni 
statistično pomembna, P > 0,05. 
n = 6 Vrednosti pred 
posegom 
Vrednosti pred 
evtanazijo 
P-vrednost 
Levkociti (10
9
/L) 23,5 ± 5,9 19,1 ± 5,1 NS 
Hemoglobin (g/L) 91,7 ± 10 88,3 ± 5,4 NS 
Protrombinski čas (s) 13,3 ± 0,6 12,5 ± 0,8 NS 
Sečnina (mmol/L) 2,8 ± 0,8 2,5 ± 0,6 NS 
Kreatinin (µmol/L) 83,2 ± 17,5 81,8 ± 10,1 NS 
ALT (IU/L) 43,2 ± 9,2 53 ± 15,7 0,038 
Albumini (g/L) 26,6 ± 1,4 26,6 ± 2,3 NS 
Žolčne kisline 
(µmol/L) 
5,6 ± 1,8 7,8 ± 5,3 NS 
Amilaza (IU/L) 35,6 ± 13,4 34,4 ± 16,7 NS 
Laktat (mmol/L) 0,8 ± 0,4 0,9 ± 0,6 NS 
CRP (µg/mL) 214,5 ± 32,1 197,8 ± 72 NS 
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Preglednica 3. Povprečne vrednosti in standardna deviacija biokemičnih 
označevalcev pred električnimi pulzi ali elektrokemoterapijo in pred evtanazijo 
n – število živali, ALT – alanin aminotransferaza, CRP – C-reaktivni protein, NS – ni 
statistično pomembna, P > 0,05. 
n = 8 Vrednosti pred 
posegom 
Vrednosti pred 
evtanazijo 
P-vrednost 
Levkociti (10
9
/L) 24 ± 5,3 18,8 ± 4,5 NS 
Hemoglobin (g/L) 88,2 ± 10,7 86,4 ± 6 NS 
Protrombinski čas (s) 13,1 ± 0,8 12,5 ± 0,7 NS 
Sečnina (mmol/L) 2,6 ± 0,7 3,1 ± 1,8 NS 
Kreatinin (µmol/L) 83,1 ± 13,6 74,8 ± 13,4 NS 
ALT (IU/L) 40,8 ± 9,7 51,2 ± 13,9 0,005 
Albumini (g/L) 25,6 ± 2,1 26,6 ± 1,8 NS 
Žolčne kisline 
(µmol/L) 
6,3 ± 1,7 7,7 ± 4,8 NS 
Amilaza (IU/L) 33,4 ± 10,9 33,7 ± 12,9 NS 
Laktat (mmol/L) 0,8 ± 0,3 0,9 ± 0,4 NS 
CRP (µg/mL) 220,6 ± 30,2 207,7 ± 70 NS 
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5 RAZPRAVA 
 
Glavni cilj naše raziskave na živalskem modelu je bil opredeliti histološke spremembe 
na normalnem tkivu jeter prašiča po EKT z bleomicinom. Ugotovili smo, da EKT z 
bleomicinom povzroči omejene poškodbe normalnega tkiva jeter ob elektrodah. V tkivu 
jeter, ki je bilo od elektrod oddaljeno več kot tri mm, hkrati pa še vedno zajeto v 
električno polje, poškodb nismo opazili.  
 
Najpomembnejša ugotovitev naše raziskave je, da kljub tvegani uporabi EKT z 
bleomicinom z vstavitvijo vsaj ene elektrode v lumen velikih žil jeter nismo opazili 
nobene tromboze ali drugih klinično pomembnih poškodb velikih žil kjerkoli v 
parenhimu jeter. Manjše žile (s premerom dveh mm ali manj) ob elektrodah so bile 
različno poškodovane, od delnih poškodb z ohranjeno prehodnostjo lumna do popolne 
nekroze. Stopnja poškodbe manjših žil je bila odvisna od oddaljenosti od elektrod 
(bližje elektrodam so bile poškodbe bolj izrazite) in tipa žil (venule bolj kot arteriole).  
 
Spremembe na jetrnem parenhimu so bile enake pri uporabi EKT z bleomicinom ali 
aplikaciji samo električnih pulzov pri dveh kontrolnih poskusnih živalih. Tako smo 
ugotovili, da so opažene spremembe posledica aplikacije električnih pulzov in da 
uporaba bleomicina ne povzroči dodatnih poškodb normalnih tkiv jeter.  
 
Kot dodatna cilja naše raziskave smo vpliv EKT z bleomicinom na parenhim jeter 
ocenili tudi z uporabo CT s kontrastnim sredstvom in analizo biokemičnih označevalcev 
funkcije jeter in sistemskega vnetnega odziva v krvi. Morebitnih klinično pomembnih 
poškodb tudi z oceno s CT in analizo vzorcev krvi nismo ugotovili. 
 
5.1 Histološke spremembe na tkivu ob elektrodah  
 
Opažene histološke spremembe na parenhimu jeter ob elektrodah bi lahko nastale zaradi 
več vzrokov. Prvi možen vzrok bi lahko bilo toplotne poškodbe tkiva jeter zaradi 
joulskega segrevanja elektrod ob aplikaciji električnih pulzov. Pri uporabi IRE na 
prašičjih jetrih v primerljivi študiji Faroje in sodelavcev so bile namreč izmerjene 
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temperature elektrod tudi nad 50 ºC, torej nad mejo, pri kateri se pričnejo toplotne 
poškodbe tkiv (55, 62). Ob tem so avtorji opazili značilen histološki vzorec toplotnih 
poškodb normalnega jetrnega tkiva (62). Vendar pa se pri zdravljenju z IRE med 
vsakim parom elektrod uporabi več električnih pulzov kot pri EKT, višje so tudi 
uporabljene napetosti med pari elektrod. Zato je pri aplikaciji električnih pulzov za EKT 
moč pričakovati manj segrevanja elektrod in posledično tudi manj toplotnih poškodb 
normalnega jetrnega tkiva. V literaturi nismo našli podatkov o izmerjenih temperaturah 
elektrod med EKT. Vendar pa so tridimenzionalni modeli joulskega segrevanja 
linearnih elektrod z uporabo metode končnih elementov pri električnih pulzih za EKT 
(razmerje med napetostjo in razdaljo 1.500 V/cm, osem pulzov v trajanju 100 µs, 
frekvenca aplikacije pulzov en Hz) pokazali, da temperature v okolici elektrod ne 
presegajo 44 ºC (87). Tako sklepamo, da spremembe, ki smo jih opazili ob elektrodah 
za dovajanje električnih pulzov, niso posledica segrevanja elektrod oz. toplotnih 
učinkov. 
 
Bolj verjetna razlaga za nastanek opaženih sprememb je IRE celic jetrnega parenhima 
zaradi visoke lokalne jakosti električnega polja neposredno ob elektrodah (88–90). 
Jasno omejena območja koagulacijske nekroze, razširjenih jetrnih sinusoidov z relativno 
ohranjenimi majhnimi žilami, apoptotičnih hepatocitov in vnetnega celičnega infiltrata 
so namreč opisali tudi avtorji, ki so opravili histološko analizo prašičjih jeter po IRE 
(82, 83, 91, 92). Ta mehanizem nastanka poškodb normalnega tkiva jeter bi pojasnil 
večji premer sprememb ob uporabi linearnih elektrod zaradi večjega premera (1,2 mm) 
in višjih uporabljenih napetosti (2.000 V med elektrodama) v primerjavi s 
heksagonalnimi elektrodami (premer posamezne elektrode 0,7 mm, napetost med pari 
elektrod 730 V). Na osnovi histoloških sprememb in matematičnih modelov ugotovljene 
mejne vrednosti jakosti električnega polja za IRE so 1.500 V/cm za linearni elektrodi in 
1.200 V/cm za heksagonalne elektrode (slika 15c, slika 15d). Te vrednosti so višje od 
predhodno objavljenih mejnih vrednost IRE za zajčja jetra (700 V/cm), vendar 
primerljive z nedavno objavljenimi vrednostmi za mišje tumorje (1.800 V/cm) (93, 94). 
Višje mejne vrednosti za IRE pri linearnih elektrodah so skladne z manjšim številom 
pulzov v primerjavi s heksagonalnimi elektrodami (osem pulzov za linearni elektrodi, 
96 pulzov za heksagonalne elektrode), saj je bilo razmerje med razdaljo in napetostjo 
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enako (1.000 V/cm) za oba tipa elektrod (95). Vendar pa je smiselno še enkrat poudariti, 
da smo kljub zelo tvegani in agresivni uporabi EKT z bleomicinom histološke 
spremembe opazili samo v ozkem, dva do tri mm širokem pasu jetrnega parenhima 
neposredno ob elektrodah. Tu je zaradi visoke jakosti električnega polja prišlo do IRE, 
medtem ko je bil preostali parenhim jeter po reverzibilni elektroporaciji brez sprememb. 
Prav tako nismo opazili nobenih kliničnih znakov poškodbe jeter pri poskusnih živalih 
kadarkoli tekom poskusa. 
 
EKT se v trenutni klinični praksi najpogosteje uporablja kot paliativna lokalna metoda 
zdravljenja zasevkov (30, 34). Kljub dokazani učinkovitosti EKT je le malo znanega o 
vplivu EKT na tumorje in normalna tkiva, saj so tkivni vzorci za histološki pregled po 
zdravljenju redko odvzeti (75). Ob pregledu literature smo našli samo dve klinični 
raziskavi, ki sta poročali o histoloških rezultatih po zdravljenju z EKT z bleomicinom 
(67, 75). Edhemović in sodelavci so poročali o nekrozi koagulacijskega tipa tumorskega 
in normalnega tkiva jeter, ko so uporabili EKT z bleomicinom za zdravljenje jetrnih 
zasevkov raka debelega črevesa in danke (67). Gašljević in sodelavci so pri 
podrobnejšem histološkem pregledu tkivnih vzorcev, odvzetih pri bolnikih, vključenih v 
raziskavo Edhemovića in sodelavcev, poročali o poškodbah normalnih jetrnih žil s 
premerom pet mm ali manj, medtem ko poškodb večjih žil jeter niso opazili (78). Prav 
tako so opazili bolj izrazite poškodbe venul kot arteriol, zaključili so, da je to 
najverjetneje povezano s tanjšo mišično plastjo stene venul, zaradi česar hitreje pride do 
nekroze celotne stene žile (78).  
 
V naši raziskavi smo opazili manj poškodb majhnih žil kot Gašljević in sodelavci. 
Možen razlog za to je, da so bili bolniki vključeni v raziskave Edhemovića in 
Gašljevićeve ter sodelavcev pred zdravljenjem z EKT z bleomicinom in kirurško 
resekcijo tumorjev predhodno že zdravljeni s sistemsko kemoterapijo, biološkimi 
zdravili in/ali obsevanjem, kar bi lahko povzročilo večjo občutljivost normalnega 
parenhima jeter na dodatne poškodbe (67, 78). Nekateri od vključenih bolnikov so 
sočasno z zdravljenjem zasevkov v desnem režnju jeter z EKT imeli tudi kirurško 
podvezano desno portalno veno za predvideno dvostopenjsko operacijo jeter, kar zaradi 
zmanjšanega krvnega pretoka ob zaprtju vene povzroči ishemijo jetrnega parenhima in 
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poveča tveganje za nastanek tromboz (67, 78). Povečana občutljivost normalnega 
parenhima jeter na poškodbe zaradi EKT ob relativni ishemiji bi tudi pojasnila, zakaj 
smo v naši raziskavi opazili izrazitejše spremembe po EKT v centralnih delih jetrnih 
lobulov. Hepatociti v tem območju so namreč zaradi lege ob interlobularni veni slabše 
preskrbljeni s kisikom in zato bolj dovzetni za poškodbe (96). Dodatna možna razlaga 
za manj poškodb malih žil v naši študiji v primerjavi s študijo Gašljevićeve in 
sodelavcev je tudi učinek EKT na tumorske endotelne celice. EKT namreč uniči hitro 
deleče se endotelne celice v tumorskem žilju in s tem povzroči ishemično nekrozo 
tumorja, medtem ko na normalne, počasno deleče se endotelne celice ne vpliva (17, 19).  
 
Za razliko od Edhemovića in sodelavcev so Bigi in sodelavci v svoji raziskavi uporabe 
EKT z bleomicinom za zdravljenje kožnih zasevkov malignega melanoma poročali o 
apoptozi kot glavnem mehanizmu smrti tumorskih celic (67, 75). Našo raziskavo smo 
izvedli na živalskem modelu z normalnimi jetri, brez tumorjev, zato ne moremo podati 
zaključkov o mehanizmu smrti tumorskih celic pri uporabi EKT z bleomicinom. Skupna 
točka naše raziskave, predhodnih raziskav na mišjih tumorjih in raziskave Bigijeve in 
sodelavcev so bile omejene in relativno blage poškodbe žil (20, 75). Še ena podobnost 
med našo raziskavo in raziskavo Bigijeve in sodelavcev so bile regenerativne 
spremembe po EKT s tvorbo fibroze in agregacijo imunskih celic, ki so jih opisali tudi 
Gašljević in sodelavci (75, 78). Aktivacija imunskih celic oz. imunskega sistema ob 
sproščanju tumorskih antigenov po EKT bi lahko pomembno izboljšala učinkovitost 
sočasnega sistemskega zdravljenja (76).  
 
5.2 Hipodenzna območja pri oceni z računalniško tomografijo 
 
Neposredno po posegu smo pri anesteziranih poskusnih živalih naredili še oceno jeter s 
CT s kontrastnim sredstvom. Z oceno jeter s CT smo želeli ugotovitve morebitne 
spremembe v prekrvavitvi jeter neposredno po posegu. S takojšnjo oceno s CT po 
posegu smo tudi zmanjšali verjetnost zapletov zaradi krvavitve, saj bi s CT v primeru 
akutne krvavitve ugotovili ekstravazacijo kontrastnega sredstva in ustrezno ukrepali. 
Prav tako smo z uporabo CT po posegu v primerjavi s sorodnimi študijami lahko 
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zmanjšali število poskusnih živali, saj ni bila potrebna evtanazija takoj po posegu za 
oceno hiperaktunih sprememb na jetrih (56).  
 
Pri oceni jeter s CT s kontrastnim sredstvom smo ugotovili hipodenzna območja z 
zmanjšano prekrvavitvijo jetrnega parenhima na mestih vstavitve elektrod (slika 19). Do 
zmanjšane prekrvavitve je najverjetneje prišlo zaradi vazokonstrikcije aferentnih arteriol 
v jetrnem parenhimu ob aplikaciji električnih pulzov (15–17). Gre za znan, v literaturi 
že opisan in zaželen učinek električnih pulzov, ki ob predhodni aplikaciji bleomicina 
poveča učinkovitost EKT, saj citostatik v celicah ostane dalj časa in je zato bolj 
učinkovit (15, 18). Morebitnih izpadov prekrvavitve v velikih jetrnih žilah zaradi 
trombov nismo opazili (slika 20). Prav tako nismo opazili morebitnih ekstravazacij 
kontrastnega sredstva zaradi krvavitve iz vstopnih mest elektrod na jetrih. Sklepamo, da 
je za hemostazo po EKT jeter dovolj že kompresijski učinek jetrnega parenhima, skozi 
katerega vstavimo elektrode ob sočasnem začasnem zmanjšanju pretoka krvi zaradi 
vazokonstrikcije ob aplikaciji električnih pulzov. 
 
Lee in sodelavci so leta 2012 objavili primerljivo študijo, v kateri so z uporabo CT s 
kontrastnim sredstvom ocenjevali spremembe po IRE v bližini jetrnih ven prašiča. Po 
posegih so na CT opazili jasno omejena območja ablacije jetrnega tkiva ob jetrnih 
venah. Morebitnih tromboz v jetrnih venah prav tako niso opazili. V primerjavi z našo 
raziskavo pa so že neposredno po posegu opazili zoženje lumna pri približno tretjini 
jetrnih ven. Spremembe so pripisali edemu in vnetnim spremembam v žilni steni po 
posegu, saj je sčasoma prišlo do povrnitve širine lumna v prvotno stanje (82). V naši 
raziskavi sprememb v pretoku krvi v velikih žilah pri oceni s CT s kontrastnim 
sredstvom nismo opazili, prav tako smo opazili manj izrazite vnetne spremembe v steni 
velikih žil. Sklepamo, da smo manj sprememb na velikih žilah opazili zaradi nižjih 
napetosti med elektrodami za aplikacijo električnih pulzov pri EKT v primerjavi z IRE. 
 
5.3 Spremembe v vrednostih biokemičnih označevalcev 
 
Pri poskusnih živali nismo opazili nobenih kliničnih ali biokemičnih znakov slabšanja 
funkcije jeter ali sistemskega vnetnega odziva po posegih. Čeprav naše raziskave nismo 
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zasnovali za statistično primerjavo laboratorijskih vrednosti pred in po posegu in je zato 
moč raziskave zaradi relativno majhnega števila poskusnih živali nezadostna, smo 
ugotovili statistično značilno povečanje aktivnosti ALT. Blago povečanje aktivnosti 
ALT je pričakovano zaradi opažene nekroze koagulacijskega tipa jetrnega parenhima ob 
elektrodah. 
 
Prehoden porast aktivnosti aminotransferaz je bil ugotovljen tudi po IRE jeter v 
raziskavah na prašičih in kliničnih študijah na ljudeh (83, 97). Chen in sodelavci so v 
svoji raziskavi uporabe IRE v bližini hilusa jeter in žolčnika na prašičih prav tako 
opazili porast aktivnosti jetrnih encimov v krvi neposredno po posegu, opisali so tudi 
blag vnetni odziv s povišanimi vrednostmi levkocitov, ki je pričel izzvenevati približno 
dva dni po posegu (83).  
 
V retrospektivni klinični raziskavi Froudove in sodelavcev, v katero so vključili 124 
bolnikov s tumorji jeter, zdravljenih z uporabo IRE, so avtorji v primerjavi z našo 
raziskavo ugotovili precej višji porast aktivnosti jetrnih aminotransferaz v prvih dneh po 
posegu (97). Približno tri četrtine vključenih bolnikov je pred posegom imelo normalne 
aktivnosti aminotransferaz v serumu. Po posegu so ugotovili maksimalen porast 
aktivnosti ALT v povprečju za približno 400 IU/L, najvišje vrednosti so bile običajno 
dosežene v 24 urah po posegu. Aktivnosti ALT so se znižale v normalno oz. izhodno 
območje pri praktično vseh bolnikih, v povprečju je to trajalo približno 70 dni. 
Froudova in sodelavci niso ugotovili korelacije med porastom biokemičnih 
označevalcev in velikostjo zdravljenih tumorjev. Kljub precej višjim aktivnostim ALT 
po zdravljenju z IRE v primerjavi z našo raziskavo, tudi Froudova in sodelavci niso 
opazili kliničnih znakov slabšanja funkcije jeter. V zaključku svoje raziskave so 
zapisali, da je porast aktivnosti ALT in ostalih označevalcev jetrne funkcije po IRE 
kljub visokim vrednostim nenevaren in samo-omejujoč (97). V naši raziskavi smo 
opazili manjši porast povprečne aktivnosti ALT kot Froudova in sodelavci, vendar pa iz 
naših rezultatov težko sklepamo, ali je to posledica uporabe EKT namesto IRE, razlik v 
biokemičnih spremembah po poškodbi normalnega namesto tumorskega tkiva ali pa 
razlik med prašičjimi in človeškimi jetri.  
 
Žmuc J. Vpliv elektrokemoterapije z bleomicinom na jetra pri prašiču [doktorska disertacija]. 
Ljubljana: Univerza v Ljubljani, Medicinska fakulteta; 2019. 
52 
 
 
Z našo raziskavo nismo ugotovili porasta laboratorijskih označevalcev (levkociti, CRP) 
sistemskega vnetnega odziva po posegu, prav tako pri prašičih nismo ugotovili nobenih 
kliničnih znakov vnetnega dogajanja. Ti rezultati so pričakovani, saj pri EKT z 
bleomicinom pride do minimalnih poškodb tkiva v primerjavi s toplotnimi ablacijskimi 
metodami (npr. RFA, mikrovalovna ablacija), pri katerih so pri uporabi na prašičjih 
jetrih Ng in sodelavci ugotovili izrazito povišanje vnetnih parametrov v serumu (85). 
 
5.4 Omejitve naše raziskave 
 
Naša raziskava ima nekaj omejitev. V skladu z etičnimi načeli poskusov na živalih, smo 
želeli poskuse z EKT z bleomicinom izvesti na čim manjšem številu prašičev. Tako 
obsežnejša in zanesljivejša statistična analiza naših rezultatov ni bila mogoča. 
Zanesljivost naših ugotovitev na omejenem številu poskusnih živali smo zato izboljšali 
tako, da smo električne pulze aplicirali na štirih različnih anatomskih mestih na jetrih pri 
vsakem prašiču (slika 9). Da bi dodatno zmanjšali število živali v poskusu, smo namesto 
evtanazije in eksplantacije jeter takoj po posegu raje opravili CT s kontrastnim 
sredstvom in tako pridobili podatke o spremembah prekrvavitve jeter neposredno pa 
aplikaciji električnih pulzov in bleomicina. 
 
Za natančnejšo laboratorijsko analizo oz. spremljanje vrednosti biokemičnih 
označevalcev funkcije jeter in sistemskega odziva po posegu bi potrebovali pogostejše 
odvzeme krvi, vendar pa bi to zahtevalo ponovno sedacijo oz. anestezijo poskusnih 
živali. Ocenili smo, da bi bilo tveganje smrti prašičev zaradi ponovne uporabe sedativov 
glede na pričakovano korist dodatnih biokemičnih analiz preveliko in smo zato vzorce 
krvi ponovno odvzeli le pred evtanazijo.  
 
Po sedmih dneh od posega smo na jetrih že opazili regenerativne spremembe s fibrozo, 
zato smo sklepali, da je nadaljnji razvoj klinično pomembnih sprememb malo verjeten. 
Tako menimo, da relativno kratek čas sledenja sprememb po posegu ni pomembna 
omejitev naše raziskave.  
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Pri določitvi parametrov električnih pulzov in pripravi matematičnega modela nismo 
upoštevali vpliva zmanjšane jakosti električnega polja ob žilah zaradi večje prevodnosti 
krvi v primerjavi z jetrnim parenhimom (63, 98–100). Ker pa mehanizem delovanja 
EKT v primerjavi z IRE ne temelji na visokih jakostih električnega polja, smo mnenja, 
da prilagoditev parametrov in modela ni bila potrebna. Tudi avtorji klinične študije 
uporabe EKT z bleomicinom za zdravljenje jetrnih zasevkov raka debelega črevesa in 
danke ob histološkem pregledu niso ugotovili prisotnosti vitalnih tumorskih celic ob 
velikih žilah jeter, zato je pomembnost fenomena zmanjšanja električnega polja ob 
velikih žilah pri EKT vprašljivega pomena (78).  
 
5.5 Pomen za klinično uporabo elektrokemoterapije 
 
Naši rezultati prvič neposredno potrjujejo, da je uporaba EKT z bleomicinom varna tudi 
pri bolnikih s tumorji jeter, ki ležijo v bližini oz. so v neposrednem stiku z velikimi 
žilami in žolčnimi vodi. Ker je po podatkih iz literature le pri manjšem delu bolnikov s 
tumorji jeter možna kirurška odstranitev in ker je uporaba tudi drugih lokalnih metod 
zdravljenja velikokrat omejena zaradi bližine velikih žil in drugih pomembnih 
anatomskih struktur, bi z uporabo EKT z bleomicinom lahko pomembno povečali delež 
bolnikov s tumorji jeter, pri katerih je možno tudi lokalno zdravljenje (41, 51). 
Posledično lahko upamo, da se bo izboljšala tudi njihova prognoza.  
 
Pričakujemo tudi, da bodo naši rezultati in novo znanje o spremembah normalnih tkiv 
ob elektrodah pripomogli k uspešnemu in varnemu širjenju indikacij za uporabo EKT z 
bleomicinom za zdravljenje še ostalih globoko ležečih tumorjev, pri katerih ni možno 
zdravljenje z drugimi lokalnimi metodami. 
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6 ZAKLJUČKI 
 
• Nepopravljive poškodbe normalnega tkiva jeter ob elektrodah za aplikacijo 
električnih pulzov so posledica ireverzibilne elektroporacije zaradi visokih 
jakosti električnega polja. 
• Klinično pomembnih histoloških ali radioloških sprememb na velikih žilah in 
žolčnih vodih na mestih vstavitve elektrod za aplikacijo pulzov nismo opazili.  
• Samo žile, manjše od dveh mm, so bile zaradi EKT tako poškodovane, da lumen 
ni bil več prehoden. Večje žile so kljub intraluminalni vstaviti elektrod ohranile 
svojo funkcionalnost. 
• Venule so bile zaradi tanjše stene bolj poškodovane kot arteriole, na majhnih 
žolčnih vodih pa smo ugotovili samo minimalne spremembe. 
• Razlik v histoloških ali radioloških spremembah po EKT z bleomicinom ali 
aplikaciji samo električnih pulzov nismo opazili. Tako smo izključili morebitne 
poškodbe jetrnega parenhima zaradi bleomicina. 
• Kliničnih ali biokemičnih znakov slabšanja funkcije jeter ali sistemskega 
vnetnega odziva pri poskusnih živalih nismo ugotovili. 
• Po sedmih dneh od posega smo že ugotavljali regenerativne spremembe, zato je 
kasnejši razvoj klinično pomembnih sprememb malo verjeten. 
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7 ORIGINALNI PRISPEVEK ZNANOSTI 
 
Z našo raziskavo smo prvi natančno opisali akutne histološke, radiološke in biokemične 
spremembe po EKT jeter z bleomicinom. Potrdili smo našo hipotezo, da uporaba EKT z 
bleomicinom v bližini velikih žil in žolčnih vodov jeter ne povzroči klinično 
pomembnih sprememb na normalnem tkivu, ki bi lahko vodile v odpoved organa in v 
druge resne zaplete zdravljenja. Rezultati doktorskega dela tako prvič neposredno 
potrjujejo, da je uporaba EKT z bleomicinom varna pri bolnikih s tumorji jeter tudi v 
bližini oz. v neposrednem stiku z velikimi žilami in žolčnimi vodi, pri katerih niso 
možne druge lokalne metode zdravljenja. Tako so naše ugotovitve pomembne za 
klinično prakso, saj lahko z uporabo EKT povečamo delež bolnikov s tumorji jeter, pri 
katerih je poleg sistemskega možno tudi lokalno zdravljenje, in posledično izboljšamo 
njihovo prognozo. Pričakujemo, da bodo naši rezultati in novo znanje o spremembah 
normalnih tkiv ob elektrodah tudi pripomogli k uspešnemu in varnemu širjenju indikacij 
za uporabo EKT z bleomicinom za zdravljenje še ostalih globoko ležečih tumorjev, pri 
katerih ni možno zdravljenje z drugimi lokalnimi metodami. 
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